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O presente estudo avaliou a possível ação antinociceptiva e antiinflamatória do 
derivado semi-sintético do triterpeno α e β-amirina: denominado octanoato de α e β-
amirina (OA), em vários modelos experimentais in vivo e in vitro, em ratos e 
camundongos. O OA quando administrado pela via intraperitoneal (i.p.) (0,0001 – 0,1 
mg/kg) ou oral (v.o.) (1 – 30 mg/kg), 30 e 60 min antes do teste, reduziu 
significativamente as contorções abdominais induzidas pelo ácido acético, com DI50 
de 0,003 (0,001-0,005) e 7,15 (5,94–8,60)  mg/kg e inibições de 85 ± 5% e 72 ± 9%, 
para a via i.p. e v.o., respectivamente. Além disso, o OA manteve seu efeito por até 
8 h após sua administração i.p. no modelo de ácido acético.  O pré-tratamento com 
OA (0,1 – 30 mg/kg) reduziu significativamente a nocicepção de origem inflamatória 
em 89 ± 6% e DI50 de 5,36 (3,98–7,23) mg/kg, mas não alterou a nocicepção de 
origem neurogênica induzidas pela formalina. O OA (0,001-1 mg/kg, i.p.), também 
reduziu a nocicepção induzida pela administração intraplantar (i.pl.) de glutamato e 
capsaicina, com DI50 de 0,04 (0,03-0,08) mg/kg e 1,36 (1,12-2,22) mg/kg e inibição de 65 ± 5% e 57 ± 7%, respectivamente. Além disso, o OA (0,1 mg/kg) causou 
redução da resposta nociceptiva induzida pela administração intratecal (i.t.) de 
glutamato, substância P e capsaicina, com inibições de 36 ± 1%, 67 ± 1% e 68 ± 1%, 
respectivamente. Perifericamente, a nocicepção causada pela capsaicina (0,2 
nmol/pata, agonista seletivo dos receptores TRPV1) foi parcialmente revertida pela 
co-administração com OA (1,8 nmol/pata) ou capsazepina (0,2 nmol/pata, 
antagonista seletivo dos receptores TRPV1) com reversão de 77 ± 5% e 50 ± 4%, 
respectivamente. No modelo do ácido acético, a antinocicepção causada pelo OA 
(0,1mg/kg, i.p.) foi revertida pelo pré-tratamento com capsaicina (50 mg/kg, s.c., no 
período neonatal, depletor de fibras C e Aδ que expressam o TRPV1), mas não em 
animais tratados com toxina Pertussis (1µg/sitio, i.t., inativador da proteína Gi/0), 
naloxona (1 mg/kg, i.p., antagonista não seletivo dos receptores opióides), PCPA 
(100 mg/kg, i.p., inibidor da enzima triptofano hidroxilase e depletor de serotonina 
endógena), ioimbina (0,15 mg/kg, i.p., antagonista seletivo dos receptores α2-
adrenérgicos), mecamilamina (2 mg/kg, i.p.,  antagonista seletivo dos receptores 
nicotínicos α2β3) e atropina (1 mg/kg, i.p., antagonista seletivo dos receptores 
muscarínicos). Além disso, o OA (0,1-1 mg/kg) foi capaz de reverter a hiperalgesia 
térmica em 76 ± 7% e 91 ± 4% e mecânica em 100% e 91 ± 2%, induzidas pela 
injeção intraplatar de BK e PMA, respectivamente. Embora, o mesmo tratamento 
não alterou a hiperalgesia provocada pela PGE2 em ratos. Além disso, o pré-
tratamento com OA (3-30 mg/kg) reduziu a nocicepção induzida pela administração 
intraplantar de PMA (500 pmol/pata) com DI50 de 19,6 (13,5-28,8) mg/kg e inibição 
de 64 ± 9%. Contudo, não alterou a translocação da PKCε do citosol para a 
membrana em comparação com animais tratados com veículo. A atividade 
antiinflamatória foi avaliada no modelo de edema de pata induzido pela carragenina 
(300 μg/pata), onde foi observado que o pré-tratamento com o OA (0,1 – 10 mg/kg) 
reduziu significativamente e de forma dependente da dose o edema de pata, além 
disso, a Indometacina (4 mg/kg, Ind) também reduziu significativamente o edema. 
Os mesmo tratamentos com o OA e Ind diminuíram a atividade da MPO na pata em 
100% e 60 ± 8%, respectivamente e DI50 0,2 (0,05 – 0,45) mg/kg para o OA. Tanto o 
tratamento sistêmico com OA (10 mg/kg) quanto com Ind (4 mg/kg) reduziram a 
níveis basais a quantidade de IL-1β, mas não alteraram a quantidade de TNF-α 
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presentes na pata dos animais que receberam carragenina. No modelo de pleurisia 
foi observado que o tratamento sistêmico com OA (0,1 – 10 mg/kg) reduziu 
significativamente e de forma dependente da dose a migração total de leucócitos e 
polimorfonucleares no líquido pleural e os níveis de MPO no pulmão, com DI50 de 4,5 
(2,3 – 9,1), 4,7 (2,6-8,3) e 2,2 (0,3 – 7,2) mg/kg e redução de 57 ± 1%, 72 ± 5% e 95 
± 2%, respectivamente. Embora o mesmo tratamento não tenha alterado o 
extravasamento plasmático e também a migração de células mononucleares para a 
cavidade pleural. O tratamento com dexametasona (1 mg/kg, s.c.) também reduziu a 
migração total de leucócitos, migração de polimorfonuclear, atividade da MPO no 
pulmão e o extravasamento plasmático, com inibição de 63 ± 8%, 71 ± 1% e 93 ± 
3%, 33 ± 7% respectivamente. Em síntese, estes resultados indicam que o OA 
possui atividade antinociceptiva e antiinflamatória em modelos químicos de dor e 
inflamação, através de mecanismos que podem envolver a interação com fibras 
aferentes sensíveis a capsaicina, bem como, pode interagir com outros membros da 
família da PKC, sem interferir com a PKCε. Além disso, o OA pode estar inibindo 
direta ou indiretamente a ação, produção ou liberação de mediadores pró-


























The present study investigated the possible antinociceptive and anti-inflammatory 
actions of the semi-synthetic derivate from of α- and β-amyrin: denominated α- and 
β-amyrin octanoate (AO), in several in vivo and in vitro experimental models, in rats 
and mice. AO administrated by intraperitoneal route (i.p.) (0.0001 – 0.1 mg/kg) or oral 
(p.o.) (1 – 30 mg/kg), 30 and 60 min before , significantly reduced acetic acid-
induced abdominal constrictions, with ID50 of 0.003 (0.001-0.005) and 7.15 (5.94–
8.60)  mg/kg and inhibition of 85 ± 5% and 72 ± 9%, for i.p. and p.o. route, 
respectively. Furthermore, the antinociceptive effect of AO was maintained by 8 h 
after its administration by i.p. route, in the acetic acid-induced nociception model. 
Pretreatment with AO (0.1 – 30 mg/kg) significantly reduced the inflammatory phase: 
89 ± 6% and ID50 of 5.36 (3.98–7.23) mg/kg, but did not affect the neurogenic phase 
of the formalin-induced nociception. AO (0.001-1 mg/kg, i.p.) also decreased 
glutamate- and capsaicin-induced nociception, with ID50 of 0.04 (0.03-0.08) mg/kg 
and 1.36 (1.12-2.22) mg/kg and inhibition of 65 ± 5% and 57 ± 7%, respectively. 
Furthermore, AO (0.1 mg/kg) caused reduction of intrathecal (i.t.) administration of 
glutamate, substance P and capsaicin with inhibition of 36 ± 1%, 67 ± 1% and 68 ± 
1%, respectively. The nociception caused by capsaicin (0.2 nmol/paw, selective 
agonist of TRPV1 receptors) was partially reversed by co-administration with AO (1.8 
nmol/paw) or capsazepine (0.2 nmol/paw, selective antagonist of TRPV1 receptors) 
with reversion of 77 ± 5% and 50 ± 4%, respectively. In the acetic acid model the 
antinociception caused by AO (0.1 mg/kg, i.p.) was reversed by pretreatment with 
capsaicin (50 mg/kg, on the 2nd day of life with the purpose of inducing the 
irreversible degeneration of afferent neurons, like C and Aδ fibers) but not in animals 
treated with pertussis toxin (1µg/site, i.t., an inactivator of Gi/o protein), naloxone (1 
mg/kg, i.p., a non-selective antagonist of opioid receptors), PCPA (100 mg/kg, i.p., a 
tryptophan hydroxylase inactivator and depletor of endogen serotonin), yohimbine 
(0.15 mg/kg, i.p., a selective antagonist of α2-adrenoreceptors ), mecamylamine (2 
mg/kg, i.p., a selective antagonist of nicotinic receptors α2β3) and atropine (1 mg/kg, 
i.p., a selective antagonist of muscarinic receptors). Furthermore, AO (0.1-1 mg/kg) 
was capable of reversing thermal (76 ± 7% and 91 ± 4%) and mechanical 
hiperalgesia at (100% and 91 ± 2%), induced by intraplantar injection of BK and 
PMA, respectively. On the other hand, AO did not alter PGE2-induced hiperalgesia in 
rats. In addition, the pretreatment of AO (3-30 mg/kg) reduced PMA-induced 
nociception with ID50 at 19.6 (13.5-28.8) mg/kg and inhibition of 64 ± 9%. 
Nevertheless, AO treatment was not able to alter PKCε translocation of citosol to 
membrane. The anti-inflammatory activity was evaluated in carrageenan-induced 
paw edema. We observed that AO pretreatment (0.1-10 mg/kg) significantly reduced 
in a dose-dependent manner the paw edema, furthermore, indometacin (4 mg/kg, 
Ind) also significantly reduced paw edema. Either the treatment with AO or Ind 
reduced the levels of MPO into the paw at 100% and 60 ± 8%, respectively. The ID50 
of AO for this parameter was 0.2 (0.05 – 0.45) mg/kg. Moreover the treatment with 
either AO (10 mg/kg)  or  Ind (4 mg/kg) reduced to basal levels the amount of IL-1β 
into the animals paw. The carrageenan-induced pleurisy it was observed that the 
systemic treatment with AO (0.1 – 10 mg/kg) significantly reduced in a dose depend 
manner the total leukocytes and polymorphonuclear migration in the pleural exudates 
and MPO levels in the lung with ID50 of 4.5 (2.3 – 9.1), 4.7 (2.6-8.3) and 2.2 (0.3 – 
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7.2) mg/kg reduction  of 57 ± 1%, 72 ± 5% and 95 ± 2%, respectively. However, the 
same treatment did not alter plasmatic extravasations. Treatment with 
dexamethasone (1 mg/kg, s.c.) also reduced the total leukocytes, polymorphonuclear 
migration and plasmatic extravasations in the pleural exudates and MPO activity in 
the lung, with inhibition of 63 ± 8%, 71 ± 1%, 33 ± 7% and 93 ± 3%, respectively. 
Together, these results indicate that AO presents antinociceptive and anti-
inflammatory properties in several models of chemical pain and inflammatory through 
mechanisms that involve an interaction with afferents capsaicin-sensitive fibers, as 
well as, it can interact with other members of PKC family, without interfering with the 
PKCε. Furthermore, the AO could be direct or indirectly inhibiting the action, 
production or liberation of pro-inflammatory mediators involved in the generation of 



































A dor é uma sensação essencial para a vida. Ela nos ensina a evitar 
situações danosas, desencadeando reflexos para que ocorra a retirada do corpo ou 
parte dele para longe do estímulo nocivo, além de induzir a manter em repouso 
regiões lesionadas (Julius et al., 2001). Reforçando a importância da sensação 
dolorosa, sabe-se que pacientes insensíveis a dor apresentam baixa expectativa de 
vida, bem como vivem em constante perigo de autodestruição (Bear, 2006). Apesar 
da dor ser uma sensação fundamental para a sobrevivência, quando persistente 
provoca sofrimento e reações emocionais negativas, reduzindo a qualidade de vida 
do indivíduo (Chapman et al., 1999; Julius et al., 2001). 
Segundo a Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor é 
definida como “uma experiência emocional e sensorial desagradável associada a 
uma lesão tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal dano” (Loeser et 
al., 1999). Sendo diferente da nocicepção, que é o um processo puramente 
fisiológico, o qual envolve estruturas neurais que codificam e processam o estímulo 
nocivo (Loeser et al., 2008). Sendo assim, a dor tem eventos peculiares que a 
diferenciam da nocicepção, já que características emocionais estão envolvidas na 
modulação da sensação dolorosa (Loeser et al., 1999). Assim, indivíduos podem ter 
o mesmo estímulo nociceptivo, contudo, a dor pode ser diferente, dependendo do 
contexto em que o mesmo se encontra (Tracey et al., 2002). 
Em relação à duração da sensação dolorosa, ela pode ser dividida em três 
categorias: dor passageira (transitória), dor aguda e dor crônica. A dor passageira é 
caracterizada por ativação de nociceptores tanto da pele quanto de outros tecidos e 
ocorre na ausência de qualquer dano tecidual, ela tem curta duração e acaba por se 
dissipar dentro de poucos segundos ou minutos sem a necessidade de utilização de 
medicamento; provavelmente sua função é proteger o indivíduo de um possível dano 
tecidual. Já a dor aguda, é caracterizada por lesão tecidual eminente que leva à 
ativação direta dos nociceptores, ela pode persistir por dias ou poucas semanas e 
desaparece quando ocorre recuperação da lesão, podendo ser provocada por 
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traumas, intervenções cirúrgicas e algumas doenças e são atenuadas por agentes 
analgésicos como os antiinflamatórios não-esteroidais (AINEs). E a terceira 
categoria é a dor crônica, a qual pode ser gerada por lesões ou doenças, tais como 
fibromialgia e neuralgia, podendo ser perpetuada por fatores diferentes do causador 
primário e se prolongar por semanas, meses e até anos. A dor crônica é distinta da 
aguda pelo fato de ocorrer plasticidade do sistema nervoso central e periférico e por 
manter se após a recuperação tecidual, o que a torna de difícil tratamento perante a 
utilização de fármacos (Loeser et al., 1999; Millan, 1999). 
A sensação de dor pode ser influenciada por vários mecanismos e 
mediadores, culminando em seu desaparecimento (dor passageira) ou agravamento 
(dor crônica), sendo em alguns casos debilitante ao indivíduo. De fato, mudanças na 
percepção dolorosa podem ocorrer após um trauma ou lesão tecidual, a qual 
provoca ativação dos nociceptores e liberação de mediadores pró-inflamatórios. 
Esses mediadores por sua vez, podem levar à sensibilização de nociceptores, 
provocando o fenômeno denominado de hiperalgesia. Assim, em regiões onde a 
percepção da dor seria amena, após a sensibilização é percebido uma sensação 
dolorosa significativamente maior (Millan, 1999). 
Segundo as novas resoluções da IASP, outro caso especial de hiperalgesia é 
denominado de alodínia (Loeser et al., 2008). A alodínia é ocasionada em resposta à 
sensibilização central, referente à excitabilidade de neurônios do corno dorsal, 
provocada pelos altos níveis de atividade de aferentes nociceptivos. Como resultado 
da sensibilização dos aferentes, ocorre redução do limiar de ativação do nociceptor, 
fazendo com que ele seja mais facilmente ativado por estímulos de baixa 
intensidade. Embora a sensibilização central dispare o potencial de ação em 
resposta à atividade nociceptiva, os efeitos podem ser generalizados para outras 
entradas sensoriais, como as fibras mecanoceptivas e proprioceptivas, dessa forma, 
a ativação periférica de receptores táteis acabam ganhando acesso ao 
processamento nociceptivo central e assim estímulos não-nociceptivos, como o 
roçar de uma roupa sobre a pele, o vento, o frio, etc, podem causa dor (Millan, 1999; 






1.2 Nocicepção  
 
 
Há mais de 100 anos Sherrington propôs a existência de subpopulações de 
neurônios primários com características somatosensoriais, os quais são ativados 
somente por estímulos capazes de causar uma lesão (Para revisão ver Julius e 
Basbaum, 2001). Desta forma, Sherrington denominou esses neurônios primários 
que possuíam a capacidade de serem evocados frente a estímulos nocivos de 
nociceptores (noci é uma palavra derivada do Latim nocere, que significa ferir), os 
quais teriam campos receptivos especializados e limiares de ativação diferentes de 
outras fibras nervosas sensoriais. Mais adiante, através do uso de técnicas como 
eletrofisiologia, foi comprovada a existência dessas estruturas especializadas, que 
tem a capacidade de transduzir e codificar estímulos nocivos de diferentes 
categorias (Burgess et al., 1967; Le Bars et al., 2001; Loeser et al., 2008).   
Como outros receptores cutâneos e subcutâneos, os nociceptores são 
sensíveis a uma variedade de estímulos, os quais disparam potenciais de ação em 
neurônios aferentes primários. Além disso, os nociceptores, bem como outros 
receptores sensoriais somáticos possuem seus corpos celulares no gânglio da raiz 
dorsal ou no gânglio trigeminal, que enviam um ramo axonal para a periferia e outro 
para a medula espinhal ou tronco encefálico. Os campos receptivos desses 
neurônios nociceptivos estão localizados na porção periférica, culminando em 
terminações nervosas livres, esses terminais neuronais se ramificam amplamente 
em regiões abaixo da derme e epiderme, bem como em alguns tecidos mais 
profundos, como vasos, músculos, articulações e vísceras (Julius et al., 2001).  
Os nociceptores estão associados a dois tipos de fibras sensoriais, as quais 
propagam o sinal com velocidades diferentes devido à presença ou não de mielina 
em seus axônios. Uma delas é do tipo C, a qual não é mielinizada e responde a 
estímulos nocivos de origem térmica, mecânica e química e por este motivo são 
denominados de nociceptores polimodais (Lawson, 2002; Coutaux et al., 2005). 
Cerca de 60-90% dos neurônios aferentes primários, de origem cutânea ou de 
tecidos mais profundos correspondem a fibras do tipo C, embora, desse percentual, 
10-20% são nociceptores silenciosos, os quais geralmente não respondem a 
estímulos nocivos agudos. Eles são influenciados por mediadores inflamatórios, 
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tornando-se sensibilizados e passando somente assim a propagar o estímulo 
nociceptivo (Julius et al., 2001).  
Outra fibra sensorial diretamente relacionada à nocicepção é a Aδ, ela possui 
pouca mielina e propaga o sinal de forma mais rápida que a fibra do tipo C. Os 
nociceptores relacionados a esta fibra respondem a estímulos nocivos de origem 
térmica e mecânica (Melzack, 1999). As fibras Aδ se dividem em tipo I e tipo II. As 
fibras do tipo I são mais responsivas ao aquecimento lento e disparam o potencial de 
ação em temperaturas nocivas em torno de 53 ºC, enquanto que as fibras do tipo II 
disparam em temperaturas em torno de 46 ºC (Lawson, 2002; Craig, 2003; Coutaux 
et al., 2005).  
Além das fibras acima descritas, as fibras Aα e Aβ também compõem os 
aferentes primários somatosensoriais. As fibras Aα são caracterizadas por 
apresentar grande quantidade de mielina revestindo os axônios, sendo encontradas 
principalmente em fusos musculares e órgãos tendinosos de Golgi e sua função é 
predominantemente a mecanocepção e propriocepção. As fibras do tipo Aβ são 
encobertas por grande quantidade de mielina, embora, quando comparada com as 
fibras Aα possua uma quantidade ligeiramente menor, sua principal função é a 
percepção de estímulos como o toque não nocivo. A estimulação direta em qualquer 
frequência de fibras sensoriais do tipo Aα e Aβ, em humanos, conduzem 
rapidamente o estímulo, porém, não produzem sensações descritas como dolorosas 
(Almeida et al., 2004). Embora, nem todas as fibras Aα e Aβ estejam envolvidas 
somente na propriocepção e mecanocepção, estudos feitos em ratos mostram que 
cerca de 20% delas conduzem estímulos nociceptivos (Djouhri et al., 2004). 
A característica da resposta dos nociceptores a diferentes temperaturas 
passou a ser mais bem compreendida após a clonagem do receptor de potencial 
transitório vanilóide 1 (TRPV1, do inglês transient receptor potential vanilloid 1). Em 
resposta a agonistas exógenos como a capsaicina (um princípio ativo extraído da 
pimenta), o receptor TRPV1 abre o poro do canal, que é permeável ao sódio e ao 
cálcio e provoca a despolarização de fibras nociceptivas do tipo C e Aδ do tipo II 
(Julius et al., 2001; Belmonte et al., 2008). Além disso, estímulos nocivos térmicos 
em torno de 47 ºC ativam as mesmas fibras que expressam o receptor TRPV1, o 
que demonstra sua possível participação na percepção ao calor nocivo (Caterina et 
al., 1997). A estimulação do receptor TRPV1 em resposta ao calor também pode ser 
potencializada por substâncias liberadas no processo inflamatório, como prótons e a 
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anandamida, além de outros mediadores que ativam a via da proteína quinase C 
(PKC, do inglês protein kinase C), a qual pode sensibilizar o receptor TRPV1, 
tornando-o mais facilmente responsívo (Julius et al., 2001). 
Contudo, a deleção gênica do receptor TRPV1 em animais, não altera uma 
porcentagem de neurônios que respondiam a altas temperaturas, em torno de 50 ºC, 
o que levou a se pensar sobre a existência de outros mecanismos importantes para 
a detecção do estimulo nocivo térmico (Caterina et al., 1999). Deste então, um 
candidato para esta resposta foi descoberto e denominado de TRPV2, o qual 
pertence à família dos receptores de potencial transitório (TRP). O receptor TRPV2 
não é sensível a capsaicina e pode ser ativado por temperaturas superiores a 50 ºC 
(Caterina et al., 1999). Esses receptores são expressos em fibras de médio diâmetro 
Aδ do tipo I o que reforça o fato deles serem os responsáveis pela detecção de 
estímulos térmicos acima de 50 ºC (Ahluwalia et al., 2002).  
A sensação térmica ao frio nocivo também é detectada pelos nociceptores, 
contudo, os receptores que percebem este estímulo são distintos dos que são 
sensíveis a altas temperaturas (Caterina et al., 2000). De fato, os receptor de 
potencial transitório melastatina 8 (TRPM8, do inglês transient receptor potential 
melastatin 8) foram identificados e caracterizados como os responsáveis pela 
detecção de estímulos térmicos em torno de 26 ºC (Mckemy et al., 2002; Peier et al., 
2002; Dhaka et al., 2006). Além do TRPM8, foi identificado o receptor de potencial 
transitório anquirina 1 (TRPA1 do inglês transient receptor potential ankyrin 1), o 
qual responde a temperaturas nocivas inferiores a 17 ºC (Story et al., 2003). Estes 
receptores são encontrados em neurônios nociceptivos sensíveis a capsaicina, o 
que reforça seu papel na transmissão dolorosa (Dhaka et al., 2006; Belmonte et al., 
2008). 
Os nociceptores também podem ser ativados por estímulos mecânicos 
potencialmente capazes de causar um dano real ou potencial ao tecido, como 
pressão e deformação tecidual, além do estresse mecânico (Julius et al., 2001). 
Atualmente, têm se demonstrado que a estimulação mecânica leve, proporciona 
ativação de canais iônicos com estruturas relacionadas com os canais de sódio 
sensíveis a amilorida, esses canais denominados de DEG/ENaC são homólogos aos 
canais sensíveis a ácido (ASIC1, ASIC2 e ASIC3) e são expressos em neurônios 
aferentes primários, o que tem implicado em sua participação na mecanotransdução 
(Julius et al., 2001). Além disso, tem sido proposto um mecanismo alternativo de 
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sensibilização do nociceptor por estresse mecânico. Um candidato é a adenosina 
trifosfato (ATP), ele é liberado por células que sofreram estiramento e pode excitar 
os neurônios aferentes primários por ligação a seus receptores (Krishtal et al., 1988; 
Sutherland et al., 2000). De fato, trabalhos mostram que o estiramento da 
musculatura lisa da bexiga causa liberação do ATP, e animais com deleção gênica 
para o receptor de ATP denominado P2X3, tem evidenciado o seu papel na 
transdução do sinal doloroso em decorrência da estimulação mecânica (Cockayne et 
al., 2000; Julius et al., 2001). 
 
 
1.3 Medidores Envolvidos no Processo Nociceptivo 
 
 
Tanto a sensação dolorosa provocada por estimulação térmica, quanto às de 
origem mecânica, podem ser moduladas, se no local estiver sendo liberados 
mediadores do processo inflamatório (Julius et al., 2001). De fato, muitos 
mediadores pró-inflamatórios interagem com seus receptores presentes em 
nociceptores, causando tanto sensibilização, quanto ativação destes neurônios 
nociceptivos (Figura 1) (Besson, 1999; Millan, 1999; Julius et al., 2001). Muitas 
dessas substâncias químicas são liberadas após o dano tecidual, sejam elas por 
células vasculares ou plaquetas, ou células de origem imunológica, como neutrófilos, 
macrófagos, linfócitos e mastócitos (Besson, 1999). Além disso, quando esses 
mediadores são administrados intradermicamente podem induzir reações 
nociceptivas, através da ativação direta do nociceptor ou por sensibilizar este 
neurônio para outros diferentes estímulos, como térmico e/ou mecânico (Besson, 
1999; Millan, 1999). 
Uma lesão tecidual, inflamação ou acidose resulta na ativação de várias 
substâncias, como a enzima proteolítica calicreína (Marceau, 1995). Esta enzima 
degrada um peptídeo circulante chamado cininogênio que, por sua vez da origem a 
dois peptídeos, a bradicinina (BK, do inglês bradikynin) e a calidina (Marceau, 1995). 
Estes dois peptídeos são rapidamente metabolizados em des-arg9-BK e des-arg10-
calidina, respectivamente. A maioria dos efeitos apresentados pelas cininas são 
mediados pela ativação de dois tipos de receptores ligados a proteína G, o receptor 
B1 e o receptor B2. Os receptores B2 são constitutivos e amplamente expressos no 
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sistema nervoso central e periférico, e são importantes para o efeito fisiológico das 
cininas, sendo preferencialmente ativados pela BK e pela calidina (Hall, 1997). Com 
algumas exceções, o receptor B1 não é constitutivamente presente no tecido normal, 
mas sua expressão ocorre rapidamente em certas condições patológicas ou em 
condições inflamatórias (Marceau et al., 1998). A BK é conhecida como um 
poderoso agente álgico (Lang et al., 1990; Manning et al., 1991; Khan et al., 1992) e 
seu efeito nociceptivo parece envolver a ativação da proteína quinase Cε (PKCε) 
(Chuang et al., 2001), resultando na fosforilação e ativação de inúmeros mecanismo 
intracelulares (Premkumar et al., 2000).  
Além das cininas, no processo inflamatório são produzidos e liberados muitos 
outros mediadores, como os derivados de fosfolipídios de membrana. Dentre esses 
produtos podemos destacar os prostanóides. Eles são mediadores lipídicos 
sintetizados a partir do ácido araquidônico através da ação da enzima 
ciclooxigenase (COX), que pode ser encontrada em duas isoformas, a COX-1 que é 
constitutivamente presente nos tecidos, e a COX-2, que na maioria das vezes é 
expressa em resposta ao processo inflamatório (Millan, 1999). A COX-1 é 
responsável pela rápida produção de prostaglandinas responsáveis pelas funções 
fisiológicas e a COX-2 está principalmente envolvida no desenvolvimento e 
progressão de processos inflamatórios (Mitchell et al., 1995). 
Dentre os vários prostanóides sintetizados pela ação das enzimas COX, 
podemos destacar dois deles, a prostaglandina E2 (PGE2) e a prostacilina I2 (PGI2). 
Eles são grandes contribuintes da hiperalgesia em processos inflamatórios  
(Coleman, 1994; Matsumura et al., 1995; Boie et al., 1997; Millan, 1999). Embora, a 
aplicação de PGE2 e PGI2 na pele geralmente não seja dolorosa, elas promovem a 
sensibilização do nociceptor, principalmente através do aumento da condutância de 
canais de cátions sensíveis a voltagem, além de aumentar a liberação de 
neuropeptídios provenientes das fibras C nos terminais periféricos (Sanchez-Prieto 
et al., 1996; Wang et al., 1996; Collins et al., 1998; Millan, 1999). De fato, foi 
demonstrado que a administração intratecal de PGE2 causa hipersensibilidade tanto 
pré-sinapticamente, em terminais centrais dos nociceptores  (Nishihara et al., 1995) 
quanto pós-sinapticamente, por alterar a excitabilidade de neurônios do corno dorsal 
(Uda et al., 1990). 
A serotonina (5-HT), como outros neurotransmissores, também é liberada em 
resposta ao dano tecidual e inflamação, sendo proveniente principalmente de 
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plaquetas, mastócitos e células endoteliais, bem como de terminais serotoninérgicos 
centrais (Pierce et al., 1997) e ajuda na sensibilização e ativação dos neurônios 
nociceptivos (Julius et al., 2001). A administração de 5-HT na pele causa dor em 
humanos (Millan, 1999) através da excitação das fibras C e Aδ, e parece ocorrer 
principalmente pela ligação da serotonina com os receptores do tipo 5-HT3. Os 
receptores 5-HT3 são canais iônicos permeáveis ao sódio e ao potássio, e sua 
abertura permite o influxo de cargas positivas para o interior do neurônio, 
culminando na geração do potencial de ação rumo ao corno dorsal da medula 
espinhal (Millan, 1999). 
Outros mediadores, como o ATP, também são liberados após um dano 
tecidual. Ele provoca rápida despolarização de fibras aferentes primárias de 
pequeno diâmetro, refletindo em grande entrada de cátions na célula (Bouvier et al., 
1991; Rang et al., 1991). Além disso, células inflamatórias, plaquetas, células 
endoteliais, células de Schwann e os próprios terminais periféricos e centrais ajudam 
na liberação local de outros mediadores químicos, como o glutamato (Glu), e outros 
aminoácidos excitatórios (EAAs), neuropeptídios, como substância P (SP) o 
peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), o óxido nítrico (NO), 
neurotrofinas, histamina, prótons, citocinas, somatostatina, acetilcolina, enzimas 
como as lectinas, NPY, CCK entre outros (Besson, 1999; Millan, 1999; Julius et al., 
2001; Griffis et al., 2006). Esses mediadores interagem com receptores específicos 
levando a sensibilização ou ativação direta do nociceptor (Carlton, 1998; Pasero, 
1999; Raja, 1999). 
Mediadores químicos como o glutamato, serotonina, ATP, prótons, adenosina, 
dentre outros, liberados frente a uma lesão tecidual, podem atuar diretamente em 
canais iônicos presentes em neurônios nociceptivos e por eles proporcionar o influxo 
de cátions para o interior da célula, o que consequentemente deflagra o potencial de 
ação (Julius et al., 2001; Grundy, 2002). No entanto, outros medidores inflamatórios, 
como a BK, SP e as PGs, não atuam diretamente em canais iônicos, e sim em 
receptores de sete domínios transmembrana acoplados a proteína G, podendo 
causar tanto ativação, quanto sensibilização nos nociceptores. De fato, muitos 
mediadores inflamatórios ao estimular os receptores acoplados à proteína G acabam 
ativando várias vias intracelulares, principalmente por atuarem através da proteína 
quinase C (PKC) ou através da proteína quinase A (PKA) acarretando em 
complexos sinais intracelulares (Figura 1) (Levitan, 1994). 
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Muitas substâncias produzidas e liberadas frente à lesão tecicual, como a BK 
e a SP se ligam a receptores acoplados a proteína Gq e estimulam a atividade da 
fosfolipase Cβ (PLCβ), esta enzima degrada o fosfatidilinositol 4,5 difosfato (PIP2), 
gerando dois produtos, o inositol trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG) (Velazquez et 
al., 2007). O IP3 é hidrossolúvel e se encontra no citoplasma celular, onde se liga a 
receptores no retículo endoplasmático e provoca a liberação de cálcio no interior de 
célula. O DAG é hidrofóbico e fica ancorado na membrana da célula, e juntamente 
com o cálcio liberado ativam alguns membros da família da PKC (Wetsel et al., 
1992). A PKC é uma proteína da familia das quinases serina/treonina que são 
divididas em três grupos, baseado na dependência ao cálcio e ao DAG. As 
isoformas α, βI, βII, e γ são dependentes de ambos, cálcio e DAG; as PKCs  δ, ε, η, 
e θ são dependentes de DAG mas não de cálcio. Por fim, as isoformas ξ e λ/ι são 
independentes de cálcio e DAG (Velazquez et al., 2007).  
Estudos têm demonstrado que a ativação da PKC pode sensibilizar e 
despolarizar neurônios aferentes não-mielinizados (Dray et al., 1988; Rang et al., 
1988; Schepelmann et al., 1993) principalmente por  aumentar as correntes 
excitatórias ativadas por estímulos térmicos nocivos (Cesare et al., 1996). Além 
disso, inibidores da PKC podem bloquear a sensibilização desses aferentes 
(Burgess et al., 1989; Mcguirk et al., 1992). Com o desenvolvimento de animais 
deficientes de PKCε e a utilização de inibidores dessa PKC foi demonstrado seu 
papel fundamental na nocicepção (Cesare et al., 1999; Khasar, Lin et al., 1999). A 
PKCε possivelmente modula a via nociceptiva por fosforilar os receptores do tipo 
TRPV1, deixando-os sensíveis a estímulos nocivos de origem térmica e química 
(Hwang et al., 2000). Além disso, tem sido relatado que a PKCα também pode 
provocar ativação dos nociceptores por atuar em receptores do tipo TRPV1 
(Velazquez et al., 2007). 
Alguns mediadores e neurotransmissores podem interagir com outros 
receptores acoplados as proteínas G, culminando na estimulação da enzima 
adenilato ciclase. A adenilato ciclase utiliza o ATP presente no citoplasma celular 
para formar a adenosina-monofosfato cíclico (AMPc). Este segundo mensageiro 
formado se liga a locais específicos da proteína quinase A (PKA), levando a sua 
ativação (Rang et al., 2003). O receptor TRPV1 e também canais de sódio 
resistentes a tetrodotoxina são exemplos de proteínas fosforiladas pela PKA, sendo, 
portanto, dois mecanismos importantes que podem causar sensibilização e 
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despolarização dos neurônios nociceptivos (Bhave et al., 2002). A ativação de 
ambas, PKA e PKC foram relatadas como as maiores contribuintes para a 
hiperalgesia inflamatória induzida pela PGE2 e pela BK (Cunha et al., 1999; Souza et 
al., 2002). De fato, foi demonstrado que a PGE2 induz a fosforilação de canais de 
sódio resistentes a tetrodotoxina presente em nociceptores os deixando sensível a 
despolarização e este efeito parece envolver a ativação da via AMPc e PKA 
















Figura 1: Lesão tecidual seguida de liberação de mediadores químicos e ativação de fibra 
nociceptiva do tipo C ou Aδ. A figura (A) mostra que após uma lesão tecidual ocorre à liberação de 
mediadores químicos que interagem com fibras do tipo C e Aδ. Essas fibras entram na medula 
espinhal pelo corno dorsal, onde fazem sinapses com neurônios de segunda ordem que ascendem 
para o sistema nervoso central. A figura (B) está representando simplificadamente fibras nociceptivas 
tanto do tipo C quanto Aδ.  Alguns mediadores, como a bradicinina (BK) ativam receptores acoplados 
a proteína Gq, e culminam na ativação da proteína quinase Cε (PKCε). A PKCε fosforila o receptor 
TRPV1 e canais de sódio sensíveis a tetrodotoxina (TTXr) os deixando sensíveis a abertura. A BK 
pode ativar a fosfolipase A2 (PLA2) que degrada fosfolipídios de membrana (PLP) e produz o ácido 
araquidônico (AA) culminando na formação de prostaglandinas (PGs). As PGs atuam em receptores 
acoplados a proteína Gs, na qual ativa a enzima adenilato ciclase (AC) a formar a adenosina 
monofosfato cíclico (AMPc) através da utilização do ATP. O AMPc por sua vez, ativa a proteína 
quinase A (PKA), que irá fosforilar alguns alvos intracelulares, como os (TTXr) e o TRPV1, os 






1.4 Vias e a Transmissão da Nocicepção 
 
 
O potencial de ação gerado na periferia frente a estímulos nocivos é 
propagado nos neurônios nociceptivos principalmente pela ação de canais de sódio, 
cálcio e potássio dependentes de voltagem (Mccleskey et al., 1999). Estes neurônios 
de primeira ordem emitem projeções para a medula espinhal, mais especificamente 
na região do corno dorsal, onde fazem sinapses, através da liberação de 
neurotransmissores, tanto com interneurônios, quanto com neurônios de projeção 
(Figura 2) (Millan, 1999).  
Ao entrar na medula espinhal, os neurônios somatosensoriais trazendo 
informações da periferia se projetam através do corno dorsal em diferentes lâminas 
espinhais, onde realizam conexões e sinapses (Craig, 2003). De fato, os aferentes 
primários chegam à medula de forma organizada: i) as fibras Aβ responsáveis por 
sensações de mecanocepção e propriocepção terminam em lâminas mais 
profundas, como III, IV, V e VI; ii) fibras C e Aδ que propagam informações 
nociceptivas de todo o corpo, projetam-se para lâminas mais superficiais, como I, II e 
IV onde fazem mono e poli-sinapses com neurônios de segunda ordem que 
ascendem para as regiões superiores (Craig, 2003). 
Os neurônios provenientes da periferia liberam várias substâncias que são 
responsáveis pela interação sináptica com outros neurônios, como a SP (Kuraishi et 
al., 1989), CGRP (Saria et al., 1986), polipeptídeo intestinal vasoativo (VIP) (Yaksh 
et al., 1982), somatostatina (Morton et al., 1988), glutamato (Skilling et al., 1988), 
ATP (Matsuka et al., 2001) fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF, do inglês 
brain-derived neurotrophic factor) (Lever et al., 2001). Esses múltiplos transmissores 
podem conferir efeitos excitatórios tanto agudos, quando crônicos em neurônios de 
segunda ordem, acarretando em consequências pós-sinápticas extremamente 
complexas.  
Em resposta aos neurotransmissores liberados na medula espinhal, os 
neurônios de segunda ordem, ou de projeção, são despolarizam e transmitem sinal 
para centros superiores. Esses neurônios de segunda ordem ascendem por 
diferentes tratos, como os espinotalâmicos, trigeminal, espinoparabraquial e 
espinomesencefálico, sendo os mais importantes para a condução nociceptiva. Uma 
das vias nociceptivas mais estudadas a respeito da transmissão do sinal nociceptivo 
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é a via espinotalâmica (Melzack, 1999; Millan, 1999). Os axônios desta via 
decussam imediatamente e ascendem pela região contralateral, até atingir o tálamo, 
sem sofrer sinapses no decorrer do caminho. No tálamo esses axônios fazem 
sinapses em diferentes núcleos, de onde, posteriormente sairão neurônios de 
terceira ordem levando informações para várias regiões do córtex cerebral, onde 
ocorre o processamento que resulta em consciência da dor (Craig, 2003).  
Em resposta aos estímulos nociceptivos, o organismo possui mecanismos de 
controle intrínseco que modulam a sensação dolorosa. O primeiro deles foi proposto 
por Melzack e Wall na década de 60 e denominado de Teoria do Portão para a Dor. 
Este mecanismo modula a transdução do sinal entre as sinapses dos neurônios de 
primeira ordem com os neurônios de segunda ordem. Segundo Melzack e Wall, 
neurônios de segunda ordem são excitados tanto por axônios de pequeno diâmetro, 
importantes para a transmissão nociceptiva, quanto neurônios de grande diâmetro, 
importantes para sensações de propriocepção. Os neurônios de segunda ordem 
também são inibidos por interneurônios, que são estimulados por fibras sensoriais 
grandes e inibido por fibras sensoriais pequenas. Se ocorrer estimulação somente 
de fibras nociceptivas pequenas, ocorre ativação direta dos neurônios de segunda 
ordem e o sinal nociceptivo ascente a centros superiores. Contudo, se 
simultaneamente ocorrer ativação de fibras grandes, ocorre a ativação do 
interneurônio inibitório e assim, o sinal nociceptivo é controlado (Melzack, 1999). 
Além disso, existem várias regiões e estruturas que modulam mecanismos 
intrínsecos de controle da dor, uma das mais importantes e estudadas que oferece 
um controle endógeno para a via da transdução da nocicepção é a substância 
cinzenta periaquedutal (PAG). A PAG está localizada no tronco cerebral onde 
recebe e emite projeções para a medula espinhal, amígdala, córtex frontal, tálamo, 
hipotálamo, cerebelo, dentre outros (Coffield et al., 1992; Bandler et al., 1996). A 
estimulação elétrica da PAG causa analgesia intensa, ocorrendo principalmente pela 
liberação do neurotransmissor serotonina, a qual ativa interneurônios que inibem a 
transmissão da via espinotalamica. O hipotálamo e a amígdala também são 
estruturas que participam da modulação descendente inibitória, estimulando ou 
inibindo sistemas como o opióide, gabaérgico, glutamatérgico, canabinóides, 
noradrenérgico, purinérgico, entre outros (Melzack, 1999; Millan, 1999; Hunt et al., 
2001).  
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De fato, estes mecanismos de controle endógenos da nocicepção sofrem 
grande interferência de situações ambientais, ou seja, em algumas ocasiões de 
perigo ou profunda concentração, núcleos importantes que modulam o controle 
endógeno da nocicepção são acionados, acarretando na liberação de 
neurotransmissores responsáveis pelo controle da transmissão nociceptiva, dessa 
forma o indivíduo pode sentir menos dor em lesões que normalmente seriam 
debilitantes, assim esse mecanismo de controle pode ter sido fundamental para a 
sobrevivência de muitas espécies, inclusive o ser humano (Beecher, 1959; Melzack, 
1999). 
 
Figura 2: Percepção da dor. Após uma lesão tecidual ocorrem produção e liberação de mediadores 
químicos locais, como substância P, histamina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas. Estes 
mediadores ao atuarem em seus receptores podem sensibilizar ou ativar os nociceptores periféricos, 
gerando assim potenciais de ação que culminam na liberação de neurotransmissores como 
substância P, L-glutamato, ácido gama aminobutírico (GABA), peptídeo intestinal vasoativo (VIP), 
colecistocinina (CCK-8), somatostatina no corno dorsal da medula espinhal. Estes 
neurotransmissores ativam neurônios de segunda ordem e o sinal nociceptivo ascende para regiões 
do sistema límbico principalmente para o tálamo, principalmente pelo trato espinotalâmico. Em 
resposta a estimulação nociceptiva ascendente, ocorre ativação de algumas vias descendentes de 
controle da nocicepção, culminando na liberação de noradrenalina, serotonina e encefalinas na região 
do corno dorsal medular, modulando assim o sinal nociceptivo.  
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1.5 Processo Inflamatório  
 
 
A inflamação pode ser definida como uma resposta imunológica a danos 
celulares e/ou teciduais decorrentes de infecções microbianas ou estímulos nocivos 
de origem química ou física. A resposta inflamatória é inicialmente caracterizada por 
um aumento da permeabilidade vascular devido à liberação de vários mediadores 
químicos, bem como um grande recrutamento de leucócitos para o local da 
inflamação. Essa resposta é extremamente importante para a sobrevida do 
organismo afetado, pois atua em direção à eliminação de patógenos com a 
finalidade da manutenção da homeostase do organismo e reestruturação do tecido 
lesionado (Schmid-Schonbein, 2006). Contudo uma resposta desregulada acaba por 
prejudicar o próprio organismo.   
Clinicamente, a inflamação é caracterizada por cinco sinais clássicos, 
sensação de dor aguda, calor, vermelhidão, edema e consequentemente perda da 
função do membro afetado. Em nível tecidual ou celular a inflamação pode ser 
referida como uma cascata inflamatória que envolve uma sequência de eventos, 
como dilatação de vênulas e arteríolas, aumento na permeabilidade e no fluxo 
sanguíneo, infiltração de leucócitos para o local da lesão, extravasamento de 
proteínas plasmáticas, prejuizo tecidual por atividade de proteases e espécies 
reativas de oxigênio, necrose e apoptose, além da liberação de inúmeros 
mediadores pró-inflamatórios (Huerre et al., 1996; Vivier et al., 2005). 
Diferentes tipos de células participam do processo inflamatório 
desempenhando funções distintas, mas muitas vezes sobrepostas. O epitélio é a 
maior barreira de proteção frente a microorganismos. No entanto, quando esta 
barreira é danificada, os microorganismos ativam as células residentes como 
macrófagos e neutrófilos, que englobam e posteriormente degradam o agente 
invasor (Schmid-Schonbein, 2006). Essas células quando ativadas iniciam um 
processo de sinalização de vias intracelulares culminando na síntese de mediadores 
que participam diretamente do processo inflamatório. Uma das principais vias que 
podem ser ativadas é a do fator nuclear-κB (NF-κB), que ativa a transcrição de 
genes para muitas proteínas pró-inflamatórias, tais como a óxido nítrico sintase 
induzida (iNOS), ciclooxigenase-2 (COX-2), fator de necrose tumoral-α (TNF-α) , 
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interleucina-1β (IL-1β), interleucina-6 (IL-6), inrterleucina-12 (IL-12), dentre outras 
(Brochu et al., 1999; Laflamme et al., 1999; Schmid-Schonbein, 2006).  
Estes mediadores produzidos e liberados são essenciais para o 
desenvolvimento do processo inflamatório, acarretando em vasodilatação e aumento 
da permeabilidade vascular, assim como a ativação e recrutamento de mais 
leucócitos para o tecido inflamado. De fato, a vasodilatação é um fenômeno clássico 
associado à inflamação, a qual facilita a disponibilidade local de mediadores e 
células inflamatórias. Este processo ocorre minutos após a lesão e envolve 
arteríolas, capilares e vênulas, levando inicialmente a um aumento do fluxo 
sanguíneo local. Esse processo é primeiramente mediado pelo óxido nítrico (NO) e 
por prostaglandinas vasodilatadoras (Sherwood et al., 2004). O NO é produzido a 
partir da L-arginina, pela da ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS), que pode 
ser encontrada em três isoformas, a endotelial (eNOS) e a neuronal (nNOS), que 
são constitutivamente expressas, e a forma induzida (iNOS), que é produzida após a 
ativação de leucócitos em condições inflamatórias (Vallance et al., 2001). 
Um importante fenômeno atribuído à vasodilatação e ao extravasamento de 
fluídos em processos patofisiológicos é o recrutamento de leucócitos para o sítio 
inflamatório. Este processo compreende etapas como a marginação, adesão ao 
endotélio e a migração de células. Cerca de 50 a 60 % dos leucócitos presentes na 
circulação sanguínea são neutrófilos (Coleman, 1994), sendo estes os primeiros e 
mais abundantes leucócitos a chegarem ao foco da inflamação, sendo seguidas por 
grande migração de células mononucleares várias horas após o início do processo 
inflamatório (Schmid-Schonbein, 2006). 
Os eventos relacionados ao extravasamento de fluídos do plasma para o 
tecido e consequentemente formação de edema, bem como a liberação de inúmeros 
mediadores pró-inflamatórios que induzem sensibilização ou ativação dos 
nociceptores, além da infiltração de células do processo inflamatório, podem ser 
mimetizados em animais de laboratório, através da utilização de substâncias 
químicas como a carragenina (polissacarídeo extraído de algas vermelhas) e o 
adjuvante completo de Freud (solução oleosa normalmente composta de 
Mycobacterium tuberculosis mortas ou inativadas) (Militzer, 1975), as quais 
provocam várias características clínicas e celulares relacionadas ao processo 
inflamatório, sendo fundamentais para o desenvolvimento de fármacos com 




1.6 Produtos Naturais 
 
 
Os produtos naturais e sua utilização é tão antiga quanto a história humana, 
existem relatos de povos Egípcios datados cerca de 1500 anos a.C., que descrevem 
várias doenças e seus tratamentos utilizando produtos de origem natural. Textos de 
civilizações antigas como as do oriente médio, sumérios, assírios, bem como gregos 
e povos nativos americanos deixaram seu legado a cerca de seus conhecimentos 
sobre a utilização de produtos naturais para o tratamento de algumas enfermidades 
(Lombardino et al., 2004).  
Ao passar dos anos essas informações se tornaram grandes tesouros para a 
industria farmacêutica, o que acarretou na identificação de princípios ativos e 
consequentemente na síntese de uma gama de medicamentos que atualmente são 
utilizados para o tratamento de várias doenças. Contudo, para chegar ao que se 
conhece atualmente acerca da síntese de substâncias ativas provenientes de 
produtos naturiais, a ciência e a indústria tiveram grande contribuição de alguns 
estudiosos (Szekessy-Hermann, 1978).       
Em 1828, o professor Friedrich Wohler, demonstrou em laboratório que, um 
produto orgânico poderia ser obtido de matéria prima inorgânica, assim, tinha-se a 
possibilidade de produzir compostos sintéticos através de manipulação química, 
utilizando produtos de origem animal e vegetal como matéria prima (Szekessy-
Hermann, 1978). A indústria aperfeiçoou o método de Wohler e alguns anos após 
sua descoberta já era possível conjugar moléculas inorgânicas com compostos 
orgânicos. Um exemplo disso é a síntese do ácido acetil-salicílico (AAS). O ácido 
salicílico é o precursor do ácido acetil-salicílico e é extraído da casca do salgueiro 
(Salix Alba), em seguida é conjugado quimicamente com um acetato, formando o 
AAS, tornando-se um dos medicamentos mais utilizados na história humana 
(Levesque et al., 2000; Lombardino et al., 2004).  
Cem anos após a descoberta de Wohler, o médio Alexander Fleming foi 
responsável por outro importante divisor de águas para a indústria farmacêutica, 
descobrindo um produto bioativo derivado de fungos. Ele observou que placas de 
culturas de Staphylococcus, quando contaminadas com um bolor, provocava a morte 
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dessas bactérias. Posterioremnte, Fleming descobriu que esses fungos, do gênero 
Penicillium produziam uma substância bactericida que ele denominou de penicilina. 
Alguns anos mais tarde, Howard Florey e Ernst Chain conseguiram purificar a 
substância, comprovando os resultados de Fleming. A penicilina ajudou a salvar 
muitas vidas e é um dos antibióticos mais utilizados atualmente na clínica (Bentley, 
2005). Desde então, tem se pesquisado acerca de vários produtos naturais. De fato, 
a descoberta que certas plantas tinham um caráter medicinal, levou a indústria a 
isolar alguns compostos, como a morfina e a codeína da Papaver somniferum L., a 
digoxina da Digitalis lanata Ehrhart., a atropina  e a hioscina de espécies do gênero 
Solanaceae que ainda hoje são muito utilizadas na clínica (Phillipson, 2001). 
Como já descrito, o tratamento e a cura de muitas doenças através da 
utilização de plantas vêm sendo feita ao longo da história. Ainda hoje, em regiões 
mais pobres do país e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas 
medicinais são comercializadas (Maciel, 2002). Atualmente, cerca de 25-30% de 
todos os remédios utilizados na terapêutica são de origem natural, seja elas 
derivados de  plantas, microorganismos e animais ou como precursores de alguns 
compostos. Além disso, o Brasil tem uma das maiores biodiversidade do mundo, 
possuindo cerca de 20-22% de todas as plantas e microorganismos existentes no 
planeta (Calixto, 2005). Alguns trabalhos vêm mostrando importantes resultados 
acerca da utilização de produtos naturais em diferentes patologias (Butler, 2004; 
Gullo et al., 2006). Embora, plantas medicinais sejam muitas vezes o único recurso 
terapêutico de comunidades e grupos étnicos, o conhecimento agregado perante 
toda essa biodiversidade ainda é pequeno (Maciel, 2002; Calixto, 2005).  
Apesar de a medicina convencional ter superado muitas dessas terapias, 
ressurgiu nos últimos anos um grande interesse, especialmente pela indústria 
farmacêutica, em examinar os potenciais recursos dos produtos naturais pelos 
efeitos medicinais que produzem (Zhang et al., 2001). Dessa forma, a indústria tem 
se voltado ao conhecimento popular a fim de adquirir informações terapêuticas que 
foram sendo acumuladas durante séculos. Ressurgindo das pequenas 
comunidades, a cultura medicinal tem despertado também o interesse de 
pesquisadores, em estudos envolvendo áreas multidisciplinares, como por exemplo, 
botânica, farmacologia e fitoquímica, que juntas enriquecem os conhecimentos 
sobre a inesgotável fonte medicinal natural: a flora mundial, sendo um caminho 




1.7 Alfa e beta-amirina 
  
 
As plantas pertencentes à família das Burseraceae, que compõem o gênero 
Protium (ex. Protium kleinii, Protium heptaphyllum) são comumente utilizadas na 
medicina popular brasileira, principalmente como curativo para úlceras e tratamento 
de condições inflamatórias (Corrêa, 1984). Trabalhos mostram que o óleo essencial 
extraído das folhas e da resina de plantas pertencentes ao gênero Protium, 
apresentam alguns importantes constituintes, como os monoterpenos e 
fenilpropanoides (Siani et al., 1999). Além disso, estudos fitoquímicos do óleo 
essencial e do extrato dessas plantas, destacaram também a presença de uma série 
de triterpenos pentacíclicos, dentre eles uma mistura de dois isômeros, a α-amirina e 
a β-amirina (Recio et al., 1995; Otuki, Ferreira et al., 2005; Soldi et al., 2007), 




Figura 3: Estrutura química dos triterpenos pentacíclicos, α-amirina (A) e β-amirina (B). 
 
Além das características antiinflamatórias popularmente conhecidas da resina 
das plantas do gênero Protium, uma variedade de outros efeitos tem sido descritos 
na literatura, que incluem propriedades gastroprotetoras, hepatoprotetoras, 
cardioprotetoras, antioxidante, bactericida, antialérgicas, antitumorais, antivirais, 
ansiolíticas, antidepressivas e antinociceptivas, sendo estes efeitos atribuídos aos 
triterpenos pentacíclicos α-amirina e β-amirina presentes nessa resina (Oliveira et 
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al., 2004; Oliveira et al., 2005; Otuki, Ferreira et al., 2005; Otuki, Vieira-Lima et al., 
2005; Aragao et al., 2006).  
Recentemente, tem-se demonstrado que os triterpenos α e β-amirina 
apresentam atividade antiinflamatória em modelos de edema de pata induzido pela 
carragenina e dextrana em camundongos (Aragao et al., 2007) e edema de orelha 
induzido por vários agentes pró-inflamatórios (Otuki, Vieira-Lima et al., 2005; 
Medeiros et al., 2007), bem como foi eficaz em reduzir os níveis de MPO e TNF-α na 
periodontite induzida pela ligadura do dente (Holanda Pinto et al., 2008). Além disso, 
esses triterpenos quando administrados pelas vias sistêmica, espinhal e supra-
espinhal apresentaram significativo efeito antinociceptivo em modelos de dor 
inflamatória e estes efeitos tem sido atribuídos à capacidade da α e β-amirina em 
interferir com a via de duas proteínas, a proteína quinase, a PKA e a PKC (Otuki, 
Ferreira et al., 2005).  
Contudo, outros mecanismos foram propostos, com base em alguns 
experimentos nos quais foi demonstrado que os triterpenos α e β-amirina reduzem a 
nocicepção visceral induzida pela administração intracolonica de capsaicina ou óleo 
de mostarda, bem como pela administração intraperitoneal de ciclofosfamida. Desta 
forma, acredita-se que os triterpenos α e β-amirina possam interagir com receptores 
opióides e vanilóides (TRPV1), bloquear a liberação de substância P, além de 
facilitar a abertura de canais de potássio dependentes do ATP e suprimir a 
expressão da enzima COX-2, talvez por bloqueio da ativação do fator nucler kappa-















Como descrito anteriormente, existe uma variedade de informações a respeito 
das atividades químicas e farmacológicas dos triterpenos α e β-amirina, porém, 
pouco se conhece a respeito da estrutura-atividade de compostos quimicamente 
relacionados e derivados dessas moléculas. A maioria dos trabalhos encontrados na 
literatura relata algumas modificações estruturais de outros triterpenos encontrados 
nas plantas do gênero Protium, como o ácido oleanólico e o ácido ursólico 
(Chadalapaka et al., 2008; Gnoatto et al., 2008; Meng et al., 2008; 
Tanachatchairatana et al., 2008).  
Os triterpenos estão presentes em uma variedade de produtos naturais e 
apresentam diversas atividades biológicas, contudo, na grande maioria dos casos a 
potência desses triterpenos é relativamente fraca (Honda et al., 2000). Desta forma, 
alterações estruturais na molécula original, como a realizada nos triterpenos α e β-
amirina, podem alterar as propriedades físico-químicas da molécula, como a 
hidrofobicidade, densidade eletrônica, e propriedades farmacocinéticas, podendo 
acarretar em alteração na potência e atividade do composto (Honda et al., 2000; 
Soldi et al., 2007).  
Recentemente, foram realizados dois trabalhos mostrando modificações 
estruturais nos triterpenos α e β-amirina, bem como a relação estrutura-atividade, 
nesses estudos foi demostrado que apenas alguns derivados obtiveram resultados 
significativos no que diz respeito à atividade antifúngica. Dentre os que se destacam 
está o formiato de α e β-amirina, sendo o mais efetivo em inibir a adesão de Candida 
albicans nas células epiteliais bucais (Johann et al., 2007). Em relação ao efeito 
antinociceptivo, o formiato de α e β-amirina não obteve importante resultado, porém, 
outro derivado denominado de octanoato de α e β-amirina (figura 4) demonstrou 
significante efeito antinociceptivo em modelos de nocicepção induzidos pelo ácido 
acético e pela formalina em camundongos (Soldi et al., 2007). Além disso, foi mais 




Figura 4: Estrutura química dos dois triterpenos pentacíclicos, octanoato de α-amirina (A) e octanoato 
de β-amirina (B). 
  
Desta forma, este trabalho visa ampliar o conhecimento a respeito do efeito 
antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina, em modelos de nocicepção térmicos, 
químicos e mecânicos em camundongos e ratos. Além disso, avaliar também seu 
possível efeito antiinflamatório, em modelos de inflamação induzidos por agentes 
























2.1 Objetivo Geral:  
 
 
O objetivo do presente trabalho foi investigar o possível efeito antinociceptivo 
e antiinflamatório do octanoato de α e β-amirina e seu provável mecanismo de ação, 
utilizando antagonistas seletivos, técnicas farmacologias e bioquímicas. 
 
 
2.2 Objetivos Específicos:  
 
 
? Avaliar a ação antinociceptiva do octanoato de α e β-amirina em 
modelos químicos de nocicepção induzida pelo ácido acético, formalina, glutamato, 
e capsaicina em camundongos; 
 
 
? Investigar a influência dos sistemas: opioidérgico, serotoninérgico, 
noradrenérgico e colinérgico na ação antinociceptiva do octanoato de α e β-amirina 
no modelo de nocicepção induzida pelo ácido acético em camundongos; 
 
 
? Investigar o papel das fibras C sensíveis a capsaicina e da proteína Gi/o 
sensível a toxina Pertussis na ação antinociceptiva do octanoato de α e β-amirina no 
modelo de nocicepção induzida pelo ácido acético em camundongos; 
 
 
? Investigar a participação do receptor TRPV1 no efeito antinociceptivo 





? Analisar o possível efeito do octanoato de α e β-amirina sobre a 
hiperalgesia térmica e mecânica em ratos; 
 
 
? Investigar a participação da PKC no efeito antinociceptivo do octanoato 
de α e β-amirina em camundongos; 
 
 
? Avaliar o possível efeito antiinflamatório do octanoato de α e β-amirina 




? Investigar alguns mecanismos relacionados ao efeito antiinflamatório 
do octanoato de α e β-amirina, como a migração celular e a produção de citocinas 
IL-1β e o TNF-α; 
 
 
? Verificar o efeito do octanoato de α e β-amirina sobre o desempenho e 
atividade locomotora teste do rota-rod e campo aberto, bem como verificar a 































Para a realização dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss de 
ambos os sexos (25 a 35 g) obtidos do Biotério Central da UFSC, mantidos em 
temperatura controlada de 22 ± 2 oC, em ciclo claro/escuro de 12 h (luzes acesas às 
6:00h) e com água e ração ad libitum. Os animais foram distribuídos 
homogeneamente entre os grupos e mantidos no laboratório para aclimatação por 
pelo menos 1 hora antes da realização dos experimentos, sendo realizados de 
acordo com as normas éticas para o estudo de dor com animais de laboratório 
(Zimmermann, 1983). Todos os procedimentos utilizados neste estudo foram 
aprovados pelo Comitê de Ética na Utilização de Animais (CEUA) da Universidade 
Federal de Santa Catarina (protocolo n° PP00176). O número de animais utilizados 
e os estímulos empregados foram os mínimos necessários para demonstrar efeito 
dos tratamentos.  
 
 
3.2 Síntese do octanoato de α e β-amirina  
  
  
A síntese do octanoato de  α e β-amirina foi realizada de acordo com os 
procedimentos anteriormente descritos por Soldi e colaboradores (2007). Assim, foi 
pesado 156,6 mg da mistura de α e β-amirina, contendo a proporção de 34% de α-
amirina e 66% de β-amirina e dissolvido em 5 ml de piridina, em seguida essa 
mistura foi tratada com solução equimolar contendo 0,1 ml de cloridrato de octanoil. 
A mistura foi aquecida e monitorada por cromatografia de camada delgada (TLC, do 
inglês thin-layer chromatography, SiO2) utilizando uma mistura de hexano/etilacetato 
(95:5 v:v), até todos os substratos serem consumidos. Logo após a dissolução dos 
produtos, uma solução aquosa de ácido clorídrico foi adicionada a mistura. O 
produto foi extraído com triclorometano e lavado com solução saturada de NaHCO3, 
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em seguida foi seco com solução anidra de Na2SO4 e purificada por cromatografia 
em sílica gel (SiO2) utilizando a solução de hexano/etilacetato para obter a mistura 
do octanoato de α e β-amirina, sendo esta inseparável. O produto purificado obtido 
foi caracterizado como sólido amorfo branco, sendo obtidos 85% de rendimento 
nesta reação. IR (KBr pellet): ν(cm-1): 1729 (C=O); 1H NMR (400 MHz, CDCl3) 
δ(ppm): 0,80 – 2,20 (perfil característico de triterpenos), 2,30 (t, J = 7,6 Hz, H-2’), 
4,51 (m, H-3), 5,13 (m, H-12 do derivado da β-amirina), 5.19 (m, H-12 do derivado da 
α-amirina); GC [r.t. min]: 40,1 (34 %) octanoato de α-amirina 43,1 (66 %) de 




3.3 Nocicepção induzida pelo ácido acético 
 
 
Inicialmente foi verificado o efeito do octanoato de  α e β-amirina no teste das 
contorções abdominais induzidas pelo ácido acético. Este modelo nos permite avaliar 
a nocicepção inflamatória visceral e a atividade antinociceptiva de substâncias que 
atuam tanto em nível central quanto periférico. Embora a especificidade do modelo 
não seja alta, ele ainda é um dos meios mais utilizados para avaliar possíveis efeitos 
antinociceptivos de extratos e compostos isolados (Koster, 1959). O ácido acético foi 
diluído em solução salina (NaCl 0,9%), sendo utilizado uma concentração de (0,6%). 
A resposta nociceptiva foi induzida pela injeção intraperitoneal do ácido acético 
(0,6%), provocando fortes contorções abdominais, as quais consistem na contração 
da musculatura abdominal, juntamente com a extensão de uma das patas 
posteriores, de acordo com o método descrito anteriormente (Koster, 1959; Collier et 
al., 1968). Os animais utilizados foram individualmente colocados em funis de vidro e 
mantidos por um período de 1 h para sua aclimatação, em seguida, grupos de 
animais foram pré-tratados com octanoato de  α e β-amirina pela via intraperitoneal 
(i.p.) (0,0001–0,1 mg/kg) ou pela via oral (v.o.) (1-30 mg/kg), 30 ou 60 min antes da 
realização dos experimentos, respectivamente. Os grupos controles foram tratados 
com veículo (10 ml/kg). Após a injeção do ácido acético os camundongos foram 
recolocados individualmente nos funis de vidro e o número de contorções 
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abdominais foi cumulativamente quantificado durante um período de 20 min (Santos 
et al., 2005). Em outra série de experimentos foi avaliada a duração do efeito 
antinociceptivo do octanoato de  α e β-amirina. Para este fim, os animais receberam 
octanoato de  α e β-amirina (0,1 mg/kg, i.p.) e transcorrido o tempo de 0,5; 1; 2; 4; 8; 
12 e 24h após a administração, os animais receberam ácido acético (0,6%, i.p.) e o 
número de contorções abdominais foi avaliada conforme descrito anteriormente. 
 
 
3.4 Nocicepção induzida pela formalina 
 
 
Para confirmação e melhor compreensão do efeito antinociceptivo do 
octanoato de  α e β-amirina, foi utilizado o teste de nocicepção induzida pela injeção 
intraplantar (i.pl.) de formalina. Esse é um modelo que permite avaliar dois tipos 
distintos de nocicepção: a de origem neurogênica (estimulação direta dos neurônios 
nociceptivos) e a de origem inflamatória (caracterizada pela liberação de mediadores 
inflamatórios) (Hunskaar et al., 1987; Tjolsen et al., 1992). O procedimento utilizado 
foi semelhante ao previamente descrito por Santos e Calixto (1997a). Os animais 
utilizados foram individualmente colocados em funis de vidro e mantidos por um 
período de 1 h para sua aclimatação, em seguida, foram tratados com octanoato de  
α e β-amirina (0,1 – 30 mg/kg, i.p.) ou veículo (10 ml/kg, i.p.) e 30 min depois 
receberam 20 µl de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeído) na superfície ventral 
da pata direita. Após a injeção do formalina, os camundongos foram recolocados 
individualmente nos funis de vidro em frente a espelhos e observados durante 0-5 
min (primeira fase) e 15-30 min (segunda fase) após a injeção de formalina. O tempo 
em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com formalina 










3.5 Nocicepção induzida pelo glutamato 
 
 
O glutamato (Glu) é um dos neurotransmissores mais envolvidos na sensação 
nociceptiva e antinociceptiva (Riedel et al., 2001). Os receptores glutamatérgicos 
estão presentes tanto em fibras nociceptivas periféricas, quanto centrais e modulam 
a ação de várias substâncias envolvidas no processo doloroso (Fundytus, 2001). A 
administração intraplantar de Glu causa ativação direta dos nociceptores, liberação 
de mediadores inflamatórios, neuropeptídeos, e do próprio glutamato, em terminais 
periféricos e centrais (Beirith et al., 2003). Dessa forma, este modelo visa avaliar 
substâncias que possam interagir com este sistema (Beirith et al., 2002). Com este 
objetivo, foi analisada a possível modulação do octanoato de  α e β-amirina sobre o 
sistema glutamatérgico, empregando o procedimento similar ao descrito por Beirith e 
colaboradores (2002). Os animais utilizados foram individualmente colocados em 
funis de vidro e mantidos por um período de 1 h para sua aclimatação, em seguida, 
foram tratados com octanoato de  α e β-amirina (0,001 – 1 mg/kg, i.p.) ou veículo (10 
ml/kg, i.p.) e 30 min depois, receberam um volume de 20 μl de glutamato (20 
µmol/pata) na superfície ventral da pata direita. Após a injeção de glutamato os 
camundongos foram recolocados individualmente nos funis de vidro em frente a 
espelhos e observados individualmente, sendo cronometrado o tempo em que o 
animal lambia ou mordia a pata injetada por um período de 15 min, sendo este 
tempo considerado um indicativo de nocicepção.  
 
 
3.6 Nocicepção induzida pela capsaicina 
 
 
A capsaicina é um principio ativo extraído da pimenta e proporciona a 
ativação direta dos nociceptores, através da estimulação de receptores do tipo 
TRPV1 (Caterina et al., 1997). A ativação do TRPV1 presente em nociceptores 
provoca a liberação de neuropeptídeos nos terminais periféricos e centrais o que 
contribui para a dor neurogênica. Sendo assim, este modelo proposto por Sakurada e 
colaboradores (1992), visa avaliar substâncias que possam modular a ação, tanto do 
receptor TRPV1, quanto de neuropeptídeos. O procedimento experimental utilizado 
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foi similar ao descrito previamente (Santos et al., 1997b; Andrade et al., 2008). Os 
animais utilizados foram individualmente colocados em funis de vidro e mantidos por 
um período de 1 h para sua aclimatação, em seguida, foram tratados com octanoato 
de  α e β-amirina (0,001 – 1 mg/kg, i.p.) ou veículo (10 ml/kg, i.p.) e 30 min depois foi 
injetado um volume de 20 μl de capsaicina (0,1 nmol/pata) na superfície ventral da 
pata direita. Após a injeção de capsaicina os camundongos foram recolocados 
individualmente nos funis de vidro em frente a espelhos e observados 
individualmente, sendo cronometrado o tempo em que o animal lambia ou mordia a 




3.7 Resposta nociceptiva induzida pela administração intratecal de glutamato, 
substância P e capsaicina   
 
 
Para explorar evidências mais diretas a respeito da interação entre o 
octanoato de  α e β-amirina e o sistema glutamatérgico, substância P (SP) e os 
receptores TRPV1, presentes no sistema nervoso central, glutamato (Glu), SP e 
Capsaicina (Cap) foram administrados intratecalmente (i.t.). O procedimento utilizado 
foi semelhante ao descrito previamente por Meotti e colaboradores (2007). As 
substâncias foram administradas nos animais conforme o método descrito 
anteriormente (Hylden et al., 1980). Os animais foram imobilizados manualmente e 
uma agulha conectada a uma microseringa de 50 μl foi inserida através da pele, 
entre as vértebras L5 e L6, no espaço subdural. Os animais utilizados foram 
individualmente colocados em funis de vidro e mantidos por um período de 1 h para 
sua aclimatação, em seguida, foram tratados com octanoato de  α e β-amirina (0,1 
mg/kg, i.p.) ou veículo (10 ml/kg, i.p.) e 30 min depois foram administradas injeções 
i.t. de Glu (175 nmol/sítio), SP (100 pmol/sítio) ou Cap (100 pmol/sítio), diluídos em 
solução salina. Após a injeção do Glu, SP ou Cap os camundongos foram 
recolocados individualmente nos funis de vidro em frente a espelhos e observado o 
tempo em que o animal permaneceu lambendo e/ou mordendo os membros 
inferiores (patas posteriores, cauda e abdômen), sendo cronometrado durante o 
período de tempo padronizado (Glu: 3 min; SP: 6 min e Cap: 6 min). Este tempo foi 
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considerado como índice de nocicepção, conforme descrito previamente por Meotti e 
colaboradores (2007).  
 
 
3.8 Envolvimento do receptor TRPV1  
 
 
Para verificar uma possível modulação entre o octanoato de α e β-amirina e 
os receptores TRPV1 presentes na periferia, os animais foram submetidos ao 
procedimento previamente descrito (Sakurada et al., 2003; Andrade et al., 2008), 
com algumas modificações. Primeiramente, os animais utilizados foram 
individualmente colocados em funis de vidro e mantidos por um período de 1 h para 
sua aclimatação, em seguida, foram pré-tratados intraplantarmente (i.pl.), na 
superfície ventral da pata direita, com 10 μl de capsazepina (antagonista seletivo dos 
receptores TRPV1, 1 nmol/ pata), octanoato de  α e β-amirina (1,8 nmol/pata) ou 
veículo. Depois de 5 min um volume de 10 μl contendo capsaicina (0,1 nmol/pata) foi 
administrado nas patas previamente tratadas. O volume total administrado na pata 
correspondeu a 20 µl. Após a administração de capsaicina, os camundongos foram 
recolocados individualmente nos funis de vidro em frente a espelhos e observados 
por um período de 5 min. O tempo em que o animal ficou lambendo ou mordendo a 
pata injetada foi cronometrado e considerado com indicativo de nocicepção 
(Andrade et al., 2008).  
 
 
3.9 Estudo do Mecanismo de Ação 
 
 
De acordo com os resultados obtidos nos modelos de nocicepção descritos 
anteriormente, a próxima etapa deste trabalho foi analisar alguns dos mecanismos 
que poderiam estar envolvidos no efeito antinociceptivo do octanoato de α e β-
amirina. Com esse objetivo, foi utilizado o modelo de nocicepção induzida pelo ácido 
acético. Em todos os experimentos subsequentes os animais utilizados foram 
individualmente colocados em funis de vidro e mantidos por um período de 1 h antes 
do início dos experimentos para devida aclimatação. As doses das drogas utilizadas 
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foram selecionadas com base em dados da literatura e também baseados em 
resultados prévios do laboratório (Santos et al., 2005; Lucena et al., 2007; Andrade 
et al., 2008). O octanoato de α e β-amirina foi administrado 30 min antes dos testes 
na dose de 0,1 mg/kg, i.p. 
 
 
3.9.1 Envolvimento das fibras sensíveis a capsaicina  
 
 
Para explorar o papel das fibras sensíveis a capsaicina no efeito 
antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina, camundongos foram tratados com 50 
mg/kg de capsaicina pela via subcutânea (s.c.) no segundo dia de vida. Este 
tratamento tem por objetivo causar degeneração de neurônios aferentes primários, 
principalmente fibras do tipo C e Aδ que expressam o receptor TRPV1 (Holzer, 
1991). Animais controles receberam pela via subcutânea (s.c.) o mesmo volume do 
veículo em que foi dissolvido a capsaicina (5% etanol, 5% Tween 80, e 90% salina). 
O efeito do octanoato de  α e β-amirina (0,1 mg/kg, i.p.) ou veículo (10 ml/kg, i.p.), 
foram avaliados através da resposta nociceptiva induzida pelo ácido acético, como 
previamente descrito, após a 6 e 7 semanas do tratamento neonatal com veículo ou 
capsaicina. A eficiência do tratamento com capsaicina neonatal foi confirmado pelo 
número de movimentos de coçar o olho “eye wiping” após a administração de 50 µl 
de capsaicina (0,01%) no olho direito do animal. A quantidade de vezes em que o 
animal coçou o olho foi avaliada por um período de 1 min, como anteriormente 
descrito (Ikeda et al., 2001). 
 
 
3.9.2 Envolvimento da proteína G sensível a Toxina Pertussis  
 
 
Com a intenção de verificar participação da proteína Gi/o na ação 
antinociceptiva do octanoato de α e β-amirina, animais foram pré-tratados com 
toxina pertussis, substância capaz de causar inativação da subunidade catalítica da 
proteína Gi/o. O procedimento foi similar ao descrito por Santos e colaboradores 
(1999), com algumas modificações. Camundongos foram pré-tratados com toxina 
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pertussis (2,5 µg/sítio, i.t.) ou solução salina (5 µl/site, i.t.) 7 dias antes da 
administração do octanoato de α e β-amirina (0,1 mg/kg, i.p.) ou morfina (2,5 mg/kg, 
s.c.), utilizada como controle positivo ou veículo (10 ml/kg, i.p.). Transcorridos 30 
min, os animais foram avaliados no modelo de contorções abdominais induzidas 
pelo ácido acético. O número de contorções abdominais foi cumulativamente 
quantificado durante um período de 20 min (Santos et al., 2005).  
 
 
3.9.3 Envolvimento do sistema opióide 
 
 
A fim de avaliar a possível participação do sistema opióide no efeito 
antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina, camundongos foram pré-tratados com 
naloxona (1 mg/kg, i.p., um antagonista não seletivo dos receptores opióides) ou 
solução salina (10 ml/kg i.p.), após 20 min esses animais receberam octanoato de α 
e β-amirina (0,1 mg/kg, i.p.), morfina (2,5 mg/kg, s.c.) ou veículo (10 ml/kg, i.p.). A 
resposta nociceptiva foi avaliada 30 min após a administração de octanoato de  α e 
β-amirina, morfina ou veículo, através da injeção i.p. de ácido acético, como 
previamente descrito. O número de contorções abdominais foi cumulativamente 
quantificada durante um período de 20 min (Santos et al., 2005).  
 
 
3.9.4 Envolvimento do sistema serotoninérgico 
 
 
Com a intenção de verificar a possível contribuição do sistema 
serotoninérgico no efeito antinociceptivo do octanoato de  α e β-amirina, os animais 
foram pré-tratados com o p-clorofenilalanina metil éster (PCPA, 100 mg/kg, i.p., um 
inibidor da enzima triptofano hidroxilase) ou solução salina (10 ml/kg i.p.), uma vez 
ao dia por um período de 4 dias, a fim de reduzir os níveis de serotonina endógena. 
Depois de 20 min do último tratamento com PCPA ou salina, os animais receberam 
octanoato de  α e β-amirina (0,1 mg/kg, i.p.), morfina (2,5 mg/kg s.c.) ou veículo (10 
ml/kg i.p.). A resposta nociceptiva foi avaliada 30 min após a administração de 
octanoato de  α e β-amirina, morfina ou veículo, através da injeção i.p. de ácido 
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acético, como previamente descrito. O número de contorções abdominais foi 
cumulativamente quantificada durante um período de 20 min (Santos et al., 2005).  
 
 
3.9.5 Envolvimento do sistema α2-adrenérgico  
 
 
Em seguida, foi avaliado o possível papel dos receptores α2-adrenérgicos no 
efeito antinociceptivo do octanoato de  α e β-amirina. Para isto, camundongos foram 
pré-tratados com ioimbina (0,15 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo dos receptores 
α2-adrenérgicos) ou solução salina (10 ml/kg i.p.), depois de 20 min os animais 
receberam octanoato de  α e β-amirina (0,1 mg/kg, i.p.), clonidina (0,1 mg/kg, i.p., 
um agonista seletivo dos receptores α2-adrenérgicos) ou veículo (10 ml/kg, i.p.). A 
resposta nociceptiva foi avaliada 30 min após a administração de octanoato de α e 
β-amirina, clonidina ou veículo, através da injeção i.p. de ácido acético, como 
previamente descrito. O número de contorções abdominais foi cumulativamente 
quantificada durante um período de 20 min (Santos et al., 2005).  
  
 
3.9.6 Envolvimento do sistema colinérgico 
 
 
Para avaliar a possível participação do sistema colinérgico no efeito 
antinociceptivo do octanoato de  α e β-amirina, camundongos foram pré-tratados 
com mecamilamina (2 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo dos receptores nicotínicos 
α2β3), atropina (1 mg/kg, i.p., um antagonista seletivo dos receptores muscarínicos) 
ou salina (10 ml/kg, i.p.), depois de 20 min esses animais receberam octanoato de  α 
e β-amirina (0,1 mg/kg i.p.), nicotina (1 mg/kg, i.p. um agonista seletivo dos 
receptores nicotínicos), pilocarpina (3 mg/kg, i.p. um agonista seletivo dos 
receptores muscarínicos) ou veículo do octanoato de α e β-amirina (10 ml/kg i.p.), a 
resposta nociceptiva foi avaliada 30 min após a administração de octanoato de  α e 
β-amirina, nicotina, pilocarpina ou veículo, através da injeção i.p. de ácido acético, 
como previamente descrito. O número de contorções abdominais foi 
cumulativamente quantificada durante um período de 20 min (Santos et al., 2005). 
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3.9.7 Hiperalgesia térmica e mecânica induzida por PGE2, BK e PMA 
 
 
A estimulação térmica na pata do animal foi conduzida de acordo com o 
método anteriormente descrito por Hargreaves e colaboradores (1988), em ratos. Os 
ratos foram ambientados em caixas de acrílico por um período de 1h antes do inicio 
dos experimentos. A estimulação térmica foi gerada por uma lâmpada infravermelha 
presente no aparelho (Ugo Basile, Varese, Itália), sendo focalizada no meio da 
superfície ventral da pata direita. O tempo decorrente entre o começo do estímulo e 
a manifestação da resposta de retirada de pata foi automaticamente cronometrado e 
utilizado como um índice do limiar de nocicepção. Diminuições significantes de 
latência de retirada da pata foram interpretadas como indicativo de hiperalgesia ao 
calor. O aparelho foi desligado após um período de 20 segundos de estimulação, 
para evitar danos teciduais no animal. 
O limiar de hiperalgesia mecânica (resposta de vocalização ou retirada da 
pata) foi avaliado aplicando uma pressão crescente na superfície dorsal da pata em 
que foi administrado o agente flogístico ou veículo. Para isto foi utilizado o aparelho 
de medida de analgesia Ugo Basile (Ugo Basile, Varese, Itália) de acordo com o 
método descrito por Randall e Selitto (1957). O aparelho produz pressão crescente 
que pode variar entre 0 e 750 g.  A resposta hiperalgésica foi analisada em função 
da capacidade do rato em suportar a pressão exercida pelo aparelho em sua pata.  
O procedimento utilizado foi similar ao descrito previamente por Lucena e 
colaboradores (2007). Os ratos foram pré-tratados com octanoato de  α e β-amirina 
(0,1 - 1 mg/kg, i.p.) ou veículo (10 ml/kg, i.p.) 30 min antes da injeção de 100 μl de 
prostaglandina E2 (PGE2, 10 nmol/pata), bradicinina (BK, 3 nmol/pata), acetato de 
miristato de forbol (PMA, 0,1 nmol/ pata) ou somente solução salina (grupo controle), 
na superfície ventral da pata direita, em seguida foram avaliados nos modelos 
previamente padronizados por (Hargreaves et al., 1988) e (Randall et al., 1957). 
Cerca de 60 min antes da administração de BK, os animais foram pré-tratados com 
captopril (5 mg/kg, s.c., um inibidor da enzima conversora de angiotensina) para 






3.9.8 Nocicepção induzida pelo PMA 
 
 
A fim de verificar se o octanoato de  α e β-amirina modula a ação da PKC, foi 
investigado seu efeito sobre a nocicepção induzida pelo PMA (ativador de PKC) em 
camundongos. Os experimentos foram realizados como previamente descrito por 
Ferreira e colaboradores (2005), como algumas modificações. Os animais utilizados 
foram individualmente colocados em funis de vidro e mantidos por um período de 1 h 
para sua aclimatação. Em seguida, os animais foram pré-tratados com octanoato de 
α e β-amirina (3 – 30 mg/kg, i.p.) ou veículo (10 ml/kg, i.p.) e 30 min após receberam 
20 µl de PMA (500 pmol/pata) na superfície ventral da pata direita. Após a injeção do 
PMA os camundongos foram recolocados individualmente nos funis de vidro em 
frente a espelhos e observados por um período de 15 a 45 min, sendo que a 
quantidade de tempo em que o animal ficou lambendo ou mordendo a pata injetada 
foi cronometrado e considerado com indicativo de nocicepção.  
 
 
3.9.9 Preparação dos extratos citosólicos e nucleares 
 
 
A fim de verificar se o octanoato de  α e β-amirina altera a ativação da PKCε, 
a superfície ventral da pata foi coletada após 15 min da administração intraplantar de 
PMA (animais tratados com salina, animais tratados com octanoato de  α e β-amirina 
e também de animais não manipulados: naive). Em seguida, as amostras foram 
homogeneizadas com processador de tecidos (Tissue tearor; Biospec Products, 
INC., OK, EUA) em tampão de lise A gelado [Tampão A: HEPES 10 mM (pH 7,9), 
contendo: 1,5 mM de MgCl2, 10 mM de KCl, 0,5 mM de fenilmetilsulfonilfluoreto 
(PMSF), 0,5 mM de ditiotreitol (DTT), 50 mM de NaF, 2 mM de Na3VO4, 1,5 μg/ml 
de inibidor de tripsina, 7 μg/ml de pepstatina A, 5 μg/ml de leupeptina e 10 μg/ml de 
aprotinina, incubadas em gelo por 15 min e centrifugadas a 14.000 rpm, 60 min, 4 
ºC. O sobrenadante resultante coletado correspondeu ao extrato citosólico. Para 
obtenção das proteínas de membrana, o pellet foi re-suspenso  em tampão de lise A 
contendo 1 % de triton-X 100, homogeneizado e centrifugado a 14.000 rpm, 30 min, 
4 ºC. O sobrenadante obtido foi coletado como extrato rico em membrana. A 
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concentração de proteínas das amostras foi determinada utilizando o reagente de 
Bradford (Bio-Rad Protein Assay Kit) segundo recomendações do fabricante. As 
amostras foram armazenadas em freezer a -70 ºC até o momento do uso. 
 
 
3.9.10 Western Blot 
 
 
Aproximadamente 50 μg de proteínas foram misturadas com tampão de 
amostra 5 vezes concentrado (Tris-HCl 150 mM, pH 6,8, contendo: β-
mercaptoetanol 15 %, SDS 6 % e azul de bromofenol 0,3 %), fervidas por 5 min e 
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10 %. Em seguida, as 
proteínas presentes no gel foram eletrotransferidas para membranas de 
polivinilidenodifluorido (PVDF). Para bloquear sítios de ligação inespecífica do 
anticorpo, as membranas foram incubadas overnight em solução de TBS-T contendo 
leite desnatado (5 %) a 4 °C, lavadas em tampão TBS-T e então incubadas 
overnight com os anticorpos primários anti-PKCε (1:500, Santa Cruz Biotech. Inc., 
CA, USA) ou β-tubulina (1:500; controle). A visualização das proteínas foi realizada 
utilizando anticorpo secundário específico conjugado a peroxidase e as bandas 
imunorreativas foram visualizadas usando-se kit de aumento de 
quimioluminescência (ECL, Amersham Pharmacia Biotech.) e filme radiográfico, 














3.10 Avaliação da Atividade Antiinflamatória  
 
 
3.10.1 Avaliação da atividade antiedematogênica do octanoato de  α e β-amirina no 
modelo de edema de pata  
 
 
O modelo de edema em pata em camundongos foi realizado de acordo com 
Passos e colaboradores (2007). O volume da pata direita e esquerda dos animais foi 
avaliado por pletismometria. Em seguida, os animais receberam o tratamento com 
octanoato de  α e β-amirina (0,1 - 10 mg/kg, i.p.), indometacina (Ind, 4 mg/kg, i.p.) ou 
veículo (10 ml/Kg, i.p.) e após 30 min foi realizada a administração i.pl. de 
carragenina (Cg, 300 μg/pata), na região ventral da pata direita e salina na região 
ventral da pata esquerda, no volume de 20 μl. Os volumes das patas traseiras direita 
e esquerda foram avaliados novamente por pletismometria nos tempos de 0,5;1; 2; 
4; 8 e 24h após a administração de Cg. Os resultados foram expressos em 
microlitros, obtidos pela diferença entre o volume da pata direita (Vd) e o volume da 
pata esquerda (Ve), representados pela fórmula Vd-Ve, a cada tempo. Ao final da 
quarta hora da administração de Cg, alguns animais de cada grupo foram 
sacrificados e a superfície da pata direita em que foi administrado a Cg foi retirada. 
Em seguida, os tecidos foram colocados em tubos plásticos a acondicionados em 
freezer -70ºC para posterior análise.   
 
 
3.10.2 Avaliação da atividade antiinflamatória do octanoato de α e β-amirina no 
modelo de pleurisia  
 
 
Para indução experimental da pleurisia, os camundongos foram levemente 
anestesiados com isoflurano e em seguida foi administrado por via endovenosa (e.v) 
a solução de azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 ml) para posterior determinação indireta 
do grau de exsudação na cavidade pleural (Saleh et al., 1997; Pereira et al., 2006). 
Após 60 min da injeção do azul de Evans, grupos de animais foram tratados com 
octanoato de  α e β-amirina (0,1 - 10 mg/kg, i.p.), dexametasona (dex, 1 mg/kg, s.c.) 
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ou veículo (10 ml/kg, i.p.) e 0,5, 2 e 0,5 h após os tratamentos, respectivamente, foi 
administrado 0,1 ml de Cg (1%) diluída em salina, ou somente salina (grupo 
controle), na cavidade pleural direita, através do espaço intercostal. Quatro horas 
após a administração do agente inflamatório, os animais foram sacrificados com 
uma overdose de CO2. A seguir os animais foram fixados em mesa cirúrgica, em 
declive de 30 a 45º, sendo feita uma incisão transversal na pele e nos músculos 
abdominais. Em seguida o apêndice xifóide foi pinçado e através de uma incisão 
abaixo do esterno, os pulmões e a cavidade pleural foram expostos. Logo após esta 
operação, a cavidade pleural foi lavada com 1,0 ml de solução salina heparinizada 
(20 UI/ ml). A seguir, o volume líquido da cavidade pleural foi coletado com auxílio 
de pipetas automáticas e processado para posterior determinação do número total e 
diferencial de células e exsudação. Além disso, os pulmões foram coletados, 
acondicionados em tubos plásticos e mantidos em freezer -70ºC, para posterior 
analise da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) (Mariotto et al., 2008). 
A contagem de leucócitos totais foi realizada utilizando-se a câmara de 
Neubauer espelhada e microscópio óptico (aumento de 400 vezes), com uma 
diluição prévia de 10 μl do exsudato em 190 μl do líquido de Türk (2% de ácido 
acético). Com o auxílio de citocentrífuga, as amostras do exsudato pleural foram 
fixadas em lâminas de vidro, secadas a temperatura ambiente e então coradas pelo 
método de May-Grunwald-Giensa. A contagem diferencial foi feita em microscópio 
óptico comum com auxílio de objetiva de imersão, contando-se um total de 100 
células por lâmina.  
Após a lavagem das cavidades pleurais com solução salina heparinizada, 
uma alíquota de 500 µl foi separada, sendo determinados os níveis de azul de Evans 
em espectrofotômetro (Apollo LB 912-Berthold) por leitura de densidade óptica, em 
comprimento de onda de 600 nm. Para tal, curvas-padrão com concentrações 
previamente conhecidas do corante também tiveram suas densidades óticas 
determinadas, permitindo a quantificação dos valores experimentais em μg/ml com 








3.10.3 Ensaio de mieloperoxidase 
 
 
A infiltração de neutrófilos foi avaliada indiretamente pela medida da atividade 
da enzima MPO, como previamente descrito por Bradley e colaboradores (1982). Os 
experimentos foram executados com as amostras da pata e do pulmão coletadas 4 
horas após a administração de Cg. Os tecidos da pata e do pulmão foram 
homogeneizados em tubos contendo solução de 0,75 ml de solução fosfato de sódio 
80 mM (pH 5,4) e 0,5% de hexadeciltrimetil amônio (HTAB). A reação produzida foi 
determinada utilizando um leitor de ELISA na absorbância de 650 nm, com um 
coeficiente de absorção molar de 3,9 x 104 do sal 3,3’,5,5’ tetrametillbenzidina 
(TMB). Os resultados foram expressos por densidade ótica por miligrama de tecido.   
 
 
3.10.4 Dosagem de IL-1β e TNF-α da pata 
 
 
Os níveis teciduais de IL-1β e TNF-α foram avaliados como descrito 
anteriormente por Campos e colaboradores (2002), com poucas modificações. Os 
experimentos foram executados com as amostras da pata coletadas após 4 horas da 
administração de Cg, sendo homogeneizadas com PBS contendo Tween 20 
(0,05%), fluoreto de fenilmetilsufonil 0,1 mM, cloreto de benzometônio 0,1 mM, 
EDTA 10 mM e aprotinina A 2 ng/ml. O homogenato foi centrifugado a 3000 x g por 
10 min a 4 ºC. Os níveis das citocinas IL-1β e TNF-α foram determinados utilizando-
se kits específicos de ELISA, de acordo com as recomendações do fabricante. Os 
resultados foram expressos por densidade ótica por miligrama de tecido.  
 
 




Para avaliar se o OA causava efeitos não específicos, tais como relaxamento 
muscular ou sedação, camundongos foram submetidos a testes como o Rota-rod 
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(Sanchez-Prieto et al., 1996) e o teste do campo aberto (Rodrigues et al., 2002). O 
aparelho de Rota-rod consiste em uma barra com diâmetro de 2,5 cm, subdivididos 
em quatro compartimentos de 25 cm de diâmetro. A barra gira a uma velocidade 
constante de 17 rotações por minuto. Os animais foram selecionados 24 h antes, 
através de um treinamento, sendo que os camundongos que não permaneceram na 
barra por um período de 120 segundos não participaram dos testes posteriores. Os 
animais foram tratados com octanoato de  α e β-amirina (10 e 30 mg/kg, i.p.) ou 
veículo (10 ml/kg, i.p.) 30 min antes do início dos testes. Os resultados foram 
expressos como o tempo (s) pelo qual os animais permaneceram no Rota-rod. O 
tempo limite foi de 120 segundos.  
O modelo do campo aberto tem importante valor para testar agentes 
farmacológicos que produzem depressão do sistema nervosa central. O 
procedimento utilizado foi similar ao descrito por Rodrigues e colaboradores (2002). 
O aparato consiste em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x 50 cm. O chão da 
caixa foi dividido em 12 quadrados iguais. O número de quadrados cruzados com 
todas as patas foi contado por um período de 6 min. Camundongos foram tratados 
com octanoato de  α e β-amirina (10-30 mg/kg, i.p.) ou veículo (10 ml/kg, i.p.) e 30 
min depois foram avaliados no aparato do campo aberto. Além disso, alguns 
componentes causam antinocicepção por diminuir a temperatura corporal 
(hipotermia). Para excluir esta possibilidade, foi avaliado a temperatura corporal dos 
animais 30 min após a administração de octanoato de  α e β-amirina (10 – 30 mg/kg, 
i.p.) ou veículo (10 ml/kg, i.p.). O termosensor (Mallory Ltda., Ceará, Brasil) foi 
colocado na pele da região sacral e a temperatura foi medida conforme descrito nas 
instruções do aparelho.   
 
 
3.12 Drogas e Reagentes 
 
 
O octanoato de  α e β-amirina foi sintetizado pelo MSc. Cristian Soldi 
(Departamento de Química, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianópolis, 
Brasil), como descrito anteriormente (Soldi et al., 2007). O ácido acético foi obtido da 
F. Maia. (São Paulo, Brasil). O Cloridrato de sódio foi obtido da Vetec (Rio de 
Janeiro, Brasil). O Formaldeído e o Tris-HCl foram obtidos da Merck (Darmstadt, 
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Alemanha). O β-mercaptoetanol e azul de bromofenol foram adquiridos da 
Amersham Pharmacia Bioteck (Buckinghamshire, Reino Unido). Hidrocloridrato de 
morfina foi adquirido da Cristália (São Paulo, Brasil). O ácido L-glutamico, 
hidrocloridrato de naloxona, toxina pertussis da Bordetella pertussis, éster de etil DL-
p-clorofenilalanina, carragenina-λ, hidrocloridrato de ioimbina, sulfato monohidratado 
de atropina, hidrocloridrato de pilocarpina, hidrocloridrato de mecamilamina, 
substancia P, bradicinina, prostaglandina E2, acetato de miristato de forbol, tween 
80, hexadeciltrimetil amônio (HTAB), dexametasona, peróxido de hidrogênio (H2O2), 
Tween 20 e 80, EDTA, aprotinina, eosina, hematoxilina, tetrametilbenzidina (TMB), 
O-fenilenediamina (OPD), ortovanadato de sódio foram adquiridos da Sigma 
Chemical Co., (St.  Louis, EUA); A (E)-capsaicina (1S,3R), capsazepina, 
hidrocloridrato de clonidina e nicotina foram adquiridos da Tocris Bioscience 
(Ellisville, Missouri, EUA). Os kits de ELISA para TNF-α e IL-1β foram obtidos da 
R&D Systems (Minneapolis, EUA). Os anticorpos secundários Envision Plus, 
streptavidina e 3,3-diaminobenzidina foram adquiridas da Dako Cytomation 
(Carpinteria, EUA). As drogas foram dissolvidas em solução de 0,9% de cloreto de 
sódio (NaCl). O ácido L-glutamico foi dissolvido em solução tampão fosfato (PBS). A 
capsaicina foi dissolvida em 5% de etanol 5% Tween 80 em salina. O octanoato de  
α e β-amirina foi dissolvido em 5% de Tween 80 em salina. 
 
 
3.13 Análise estatística 
 
 
Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média 
(E.P.M.), exceto os valores de DI50 (doses de octanoato de  α e β-amirina que 
reduziram as respostas nociceptivas em 50% em relação ao grupo controle), as 
quais estão apresentadas como médias geométricas acompanhadas de seus 
respectivos limites de confiança em nível de 95%. Os valores de DI50 foram obtidos 
através do método de regressão linear utilizando-se o software Graph Pad Prism 
(2005, San Diego, CA). Para os dados paramétricos, a significância estatística dos 
diferentes grupos foi determinada por ANOVA de uma via, seguido pelo teste de 
Newman-Keuls ou teste-t quando apropriado. Os dados do tratamento do octanoato 
de α e β-amirina ao longo do tempo foram analisados utilizando ANOVA de duas 
  44
Materiais e Métodos
vias, seguido pelo teste de Bonferroni. Em todos dos casos, foi considerado 

































4.1 Nocicepção induzida pelo ácido acético  
 
 
Os resultados apresentados na figura 5 mostram que o octanoato de α e β-
amirina (OA), administrado tanto pela via i.p. (0,0001 – 0,1 mg/kg, A) quanto pela 
v.o. (1 – 30 mg/kg, B), reduziu de maneira significativa e dependente da dose, o 
número de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético em camundongos, 
com valores de DI50 (e seus respectivos limites de confiança de 95%) de 0,003 
(0,001-0,005) e 7,15 (5,94–8,60)  mg/kg e inibições de 85 ± 5% e 72 ± 9%, para a via 
i.p. e v.o., respectivamente. Desta forma, o octanoato de α e β-amirina foi mais 
potente em inibir a nocicepção induzida pelo ácido acético quando administrado pela 
via intraperitoneal do que quando administrado pela via oral. Além disso, os 
resultados apresentados na figura 2C mostram que o octanoato de α e β-amirina 
produziu efeito antinociceptivo máximo aos 30 min, sendo mantido por até 8 h após 





Figura 5: Efeito da administração sistêmica do octanoato de α e β-amirina na nocicepção 
induzida pelo ácido acético em camundongos. O octanoato de α e β-amirina foi administrado 
pelas vias intraperitoneal (0,0001 – 0,1 mg/kg, A) ou oral (1 – 30 mg/kg, B). O gráfico (C) mostra o 
efeito dependente do tempo do OA (0,1 mg/kg i.p. ?) ou veículo (10 ml/kg i.p. ?) na nocicepção 
induzida pelo ácido acético. Cada grupo representa a média de 6 a 8 animais e as linhas verticais 
indicam o E.P.M. Os símbolos indicam o nível de significância: *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 
comparados ao grupo controle (C) ou (?). A análise estatística foi realizada utilizando ANOVA de 
uma via seguida pelo post hoc Newman-Keuls (gráficos A e B) e ANOVA de duas vias seguida pelo 








4.2 Nocicepção induzida pela formalina 
 
 
Os resultados apresentados na figura 6 mostram que a injeção de formalina 
(i.pl.) produziu significante nocicepção caracterizada por duas fases distintas. Além 
disso, o tratamento sistêmico com o octanoato de α e β-amirina (0,1 – 30 mg/kg, i.p.) 
reduziu de maneira significativa e dependente da dose apenas a nocicepção de 
origem inflamatória (fase II) e não exerceu nenhum efeito significativo sobre a 
nocicepção de origem neurogênica (fase I). O valor de DI50 para a fase II foi de 5,36 




Figura 6: Efeito do octanoato de α e β-amirina na nocicepção induzida pela formalina em 
camundongos. O octanoato de α e β-amirina foi administrado pela via intraperitoneal (0,1-30 mg/kg) 
30 min antes da nocicepção induzida pela formalina 2,5% (0,92% formaldeído), sendo o gráfico A 
representativo da fase I e o gráfico B representativo da fase II. As barras representam a média de 6 a 
8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os símbolos indicam o nível de significância: 
**p<0,01 e ***p<0,001 comparados ao grupo controle (C). A análise estatística foi realizada utilizando 








4.3 Nocicepção induzida pelo glutamato 
 
 
Os resultados apresentados na figura 7 mostram que a injeção i.pl. de 
glutamato produziu significante nocicepção. Além disso, o tratamento sistêmico dos 
animais com octanoato de α e β-amirina (0,001-1 mg/kg, i.p.) reduziu de forma 
significativa e dependente da dose a nocicepção induzida pela injeção i.pl. de 




Figura 7: Efeito do octanoato de α e β-amirina na nocicepção induzida pelo glutamato em 
camundongos. O octanoato de α e β-amirina foi administrado pela via intraperitoneal (0,001-1 
mg/kg) 30 min antes da nocicepção induzida pelo glutamato (20 µmol/pata). As barras representam a 
média de 6 a 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os símbolos indicam o nível de 
significância: ***p<0,001 comparados ao grupo controle (C). A análise estatística foi realizada 










4.4 Nocicepção induzida pela capsaicina 
 
 
A figura 8 mostra que a administração intraplantar de capsaicina (0,1 
nmol/pata) induziu pronunciada nocicepção em camundongos. O tratamento 
sistêmico dos animais com octanoato de α e β-amirina (0,001-1 mg/kg, i.p.) reduziu 
de forma significativa e dependente da dose a nocicepção induzida pela injeção i.pl. 
de capsaicina, com DI
50 
de 1,36 (1,12-2,22) mg/kg e inibição máxima de 57 ± 7% na 




Figura 8: Efeito do octanoato de α e β-amirina na nocicepção induzida pela capsaicina em 
camundongos. O octanoato de α e β-amirina foi administrado pela via intraperitoneal (0,001-1 
mg/kg) 30 min antes da nocicepção induzida pela capsaicina (0,1 nmol/pata) em camundongos. As 
barras representam a média de 6 a 8 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os símbolos 
indicam o nível de significância: **p<0,01 comparados ao grupo controle (C). A análise estatística foi 













O tratamento dos animais com octanoato de α e β-amirina (10-30 mg/kg, i.p.), 
nas doses que apresentaram efeito antinociceptivo significativo em modelos de 
nocicepção química mostrados anteriormente, não promoveu mudanças 
significativas sobre a atividade motora, locomotora e alteração na temperatura 
corporal, dos animais quando comparado com o grupo controle, avaliados nos 
mesmos parâmetros  (Tabela 1). 
 
 
Tabela 1: Efeito do octanoato de α e β-amirina (OA) no desempenho motor, 
atividade locomotora e temperatura corporal de camundongos. 
Treatmento Rota-rod (s) Campo aberto Temperatura (ºC) 
Controle    94,3 ± 8,9 119,1 ± 8,4 28,1 ± 0,5 
OA (10 mg/kg i.p.)            87,6 ± 11,7 113,3 ± 30,1 30,1 ± 0,4 
OA (30 mg/kg i.p.)            71,6 ± 11,3 105,8 ± 23,5 29,9 ± 0,6 
Os tempos do desempenho motor no (rota-rod), número de cruzamentos (campo aberto) 
ou a temperatura corporal, foram avaliados 30 min após a administração do OA (10-30 
mg/kg, i.p.) ou o veículo do OA (10 ml/kg, i.p.) A análise estatística foi feita utilizando 

















4.6 Nocicepção induzida pela administração intratecal de glutamato, 
substância P e capsaicina. 
 
 
A administração intratecal de glutamato (175 nmol/sítio), SP (100 pmol/sítio) 
ou capsaicina (100 pmol/sítio), causaram significativo efeito nociceptivo, 
caracterizado pelo aumento na resposta do animal lamber e/ou morder as regiões 
inferiores do corpo. O tratamento sistêmico com o octanoato de α e β-amirina (0,1 
mg/kg, i.p.) foi capaz de diminuir a nocicepção causada pelo glutamato, SP e 
capsaicina, com reduções de 36 ± 11%, 67 ± 10% e 75 ± 5%, respectivamente 
(Figura 9).   
 
 
Figura 9: Efeito do octanoato de α e β-amirina na nocicepção induzida pela administração 
intratecal de glutamato, SP e capsaicina em camundongos. O octanoato de α e β-amirina (0,1 
mg/kg) ou veículo (10 ml/kg) foram administrados pela via intraperitoneal 30 min antes da nocicepção 
induzida pela administração intratecal de glutamato (Glu, 175 nmol/sítio), SP (0,1 nmol/sítio) e 
capsaicina (Cap, 100 pmol/sítio). As barras indicam uma media 6 a 8 animais e as linhas verticais 
indicam o E.P.M. Os símbolos denotam o nível de significância: *p<0,05 e ***p<0,001 comparado ao 








4.7  Envolvimento do receptor TRPV-1 na periferia  
 
 
A administração de 10 µl de capsaicina (0,2 nmol/pata) causou uma marcante 
resposta nociceptiva em camundongos. Contudo, a injeção de 10 µl de capsazepina 
(1 nmol/pata, antagonista seletivo dos receptores TRPV1) ou octanoato de α e β-
amirina (1,8 nmol/pata), 5 min antes da administração de 10 µl de capsaicina reduziu 
de forma significativa a nocicepção induzida pela capsaicina. A redução foi de 50 ± 




Tabela 2: Nocicepção induzida pela capsaicina na pata de camundongos  
Tratamento (nmol/pata) Tempo de 
reação (s) 
Inibição 
Salina i.pl. + Salina i.pl                           0/0  2,5 ± 0,6 - 
Salina i.pl. + Capsaicina i.pl                   0/0,1 72,8 ± 8,1 - 
Capsazepina i.pl. + Capsaicina i.pl. 1/0,1     36,7 ± 2,8***  50 ± 4% 
OA i.pl + Capsacina i.pl.   1,8/0,1     17,9 ± 3,3***  77 ± 5% 
Os valores do tempo de reação (s) foram avaliados por um período de 5 min após a administração 
da capsaicina ou salina. Cada grupo representa a média de 6-8 animais. Os símbolos ***p < 0,001 
indicam o nível de significância em relação ao grupo (Salina i.pl. + Capsaicina i.pl). A análise 


















4.8 Estudo do mecanismo de ação 
 
 
4.8.1  Envolvimento das fibras sensíveis a capsaicina 
 
 
O tratamento neonatal com capsaicina (50 mg/kg, s.c.) produz grande morte 
neuronal, principalmente de fibras C e Aδ. Assim, foi observado que animais que 
receberam este tratamento reduziram em 55 ± 6% a resposta nociceptiva induzida 
pela administração i.p. com ácido acético (Figura 10). Além disso, foi demonstrado 
que o tratamento neonatal com capsaicina reduziu o efeito antinociceptivo do 
octanoato de α e β-amirina (0,1 mg/kg, i.p.). A eficiência do tratamento neonatal com 
capsaicina foi comprovado através da redução de movimentos de coçar o olho 
induzidos pela administração de capsaicina (0,01%) sobre o olho e avaliados por um 
minuto. O número médio de movimentos de coçar o olho foi 5,4 ± 1,8 e 21,8 ± 0,7 
segundos em animais tratados com capsaicina ou veículo, respectivamente.  
 
 
Figura 10: Efeito do octanoato de α e β-amirina em resposta ao tratamento neonatal com 
capsaicina em camundongos. O octanoato de α e β-amirina (0,1 mg/kg) ou veículo (10 mg/kg) 
foram administrados pela via intraperitoneal 30 min antes da nocicepção induzida pelo ácido acético 
(0,6%). As barras claras correspondem aos animais que receberam veículo neonatal e as barras 
pretas correspondem aos animais que receberam capsaicina (50 mg/kg) neonatal. Cada grupo 
representa a media de 6-8 animais e as barras verticais indicam os E.P.M. ***P<0,001 difere 
significativamente do grupo controle (C, barra clara) e ### P<0,001 difere significativamente entre os 
grupos que receberam octanoato de α e β-amirina.  A análise estatística foi realizada utilizando 
ANOVA de uma via seguida pelo post hoc Newman-Keuls. 
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4.8.2 Envolvimento da proteína G sensível a Toxina Pertussis e dos sistemas, 
opióide, serotoninérgico, α2-adrenergico e colinérgico no efeito antinociceptivo do 
octanoato de α e β-amirina. 
 
 
A administração intratecal de toxina Pertussis, um inativador da proteína Gi/0 
(1 µg/sítio), resultou em significante redução do efeito antinociceptivo causado pela 
morfina (2,5 mg/kg, s.c.) no modelo de dor visceral induzida pela administração i.p. 
de ácido acético. Contudo, o mesmo tratamento com toxina Pertussis não alterou o 
efeito antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina (0,1 mg/kg, i.p.) (Tabela 3). 
Além disso, os resultados apresentados na tabela 3 indicam também que o pré-
tratamento com naloxona (1 mg/kg, i.p.), administrado 20 min antes ou PCPA (100 
mg/kg,i.p., administrado por 4 dias consecutivos), reverteram completamente o efeito 
antinociceptivo da morfina (2,5 mg/kg, s.c.) no modelo do ácido acético, no entanto, 
não foram capazes de alterar o efeito antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina 
(0,1 mg/kg, i.p.). O tratamento sistêmico com ioimbina (0,15 mg/kg, i.p.) 20 min antes 
reverteu significativamente a antinocicepção causada pela clonidina (0,1 mg/kg, i.p.), 
contudo, não modificou o efeito antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina (0,1 
mg/kg, i.p.) (Tabela 3). Finalmente, o pré-tratamento com mecamilamina (2 mg/kg, 
i.p.) ou atropina (1 mg/kg, i.p.), 20 min antes, reverteu de forma significativa a 
antinocicepção causada pela nicotina (1 mg/kg, i.p.)  ou policarpina (3 mg/kg, i.p.), 
respectivamente, mas não alteraram o efeito antinociceptivo causado pelo octanoato 












Tabela 3: Avaliação do mecanismo de ação do octanoato de α e β-amirina 
(OA) utilizando o modelo de nocicepção induzida pelo ácido acético. 
Tratamento Dose (mg/kg)  Número de 
contorções 
Controle                            0  32,8 ± 5,1 
Toxina Pertussis (i.t.)                                 0,0025  28,0 ± 6,0 N.S. 
Morfina (i.p.)                                               2,5    3,0 ± 1,8*** 
Toxina Pertissis + Morfina                    0,0025/2,5  37,0 ± 5,0### 
OA (i.p.)                                    0,1    4,2 ± 1,8*** 
Toxina Pertussis + OA 0,0025/0,1    2,0 ± 1,7*** 
Controle   0  34,4 ± 2,2 
Naloxona (i.p.) 1  30,5 ± 3,5 N.S. 
Morfina (i.p.)                                               2,5    2,0 ± 1,1*** 
Naloxona + Morfina                                1/2,5  20,6 ± 3,3 ### 
OA (i.p.)                                    0,1    0,8 ± 0,4*** 
Naloxona + OA 1/0,1    2,4 ± 0,9*** 
Controle  0  26,2 ± 2,7 
PCPA (i.p.)                                                 100  30,8 ± 1,3N.S. 
Morfina (i.p.)                                               2,5    1,8 ± 0,8*** 
PCPA + Morfina                                   100/2,5    8,8 ± 1,5### 
OA (i.p.)                                    0,1    3,8 ± 2,3*** 
PCPA + OA 100/0,1    2,2 ± 1,0*** 
Controle 0  26,0 ± 4,3 
Ioimbina (i.p.)                                             0,15  27,8 ± 2,9 N.S. 
Clonidina (i.p.)                                            0,1    6,0 ± 1,8*** 
Ioimbina + Clonidina                             0,15/0,1  22,0 ± 3,9### 
OA (i.p.)                                    0,1    2,2 ± 0,8*** 
Ioimbina + OA 0,15/0,1    1,4 ± 0,6*** 
Controle   0  59,2 ± 4,4 
Mecamilamina (i.p.)                                   2  55,5 ± 3,3 N.S. 
Nicotina (i.p.)                                              1    6,8 ± 1,0*** 
Mecamilamina + Nicotina                          2/1  55,5 ± 1,5### 
OA (i.p.)                                    0,1  16,0 ± 1,0*** 
Mecamilamina + OA 2/0,1  15,0 ± 1,2*** 
Controle 0  60,8 ± 3,8 
Atropina (i.p.)                                             1  61,6 ± 5,3 N.S. 
Pilocarpina (i.p.)                                         3    3,0 ± 1,0*** 
Atropina + Pilocarpina                               3/1  58,5 ± 3,4### 
OA (i.p.)                                    0,1  16,4 ± 0,9*** 
Atropina + OA 1/0,1  17,7 ± 1,1*** 
O número de contorções foi cumulativamente contado por um período de 20 min após a 
administração i.p. de ácido acético (0,6%). Cada grupo representa a média de 6-8 animais. Os 
símbolos ***P < 0,001 indicam o nível de significância em relação ao grupo controle. O símbolo ###P 
< 0,001 indicam o nível de significância em relação aos grupos morfina, clonidina, nicotina ou 
pilocarpina. N.S., não houve significância em comparação com o grupo controle. A análise 








4.8.3  Hiperalgesia térmica e mecânica induzida por PGE2, BK e PMA 
 
 
Como observado na figura 11, a administração intraplantar de PGE2 (10 
nmol/pata), BK (3 nmol/pata) ou PMA (0,1 nmol/pata) induziu hiperalgesia térmica 
(modelo de Hargreaves) e mecânica (modelo do Randall & Selitto) em ratos. De fato, 
a PGE2, BK e PMA reduziram em 72 ± 4%, 44 ± 6% e 61 ± 5%, respectivamente, a 
latência de retirada da pata para o estímulo térmico, bem como, causaram redução 
da latência em 54 ± 4%, 51 ± 6% e 56 ± 7% para a pressão em gramas suportada, 
respectivamente, comparado com o grupo controle. O tratamento sistêmico dos 
animais com octanoato de α e β-amirina nas doses de 0,1 – 1 mg/kg, i.p. não reduziu 
nem a hiperalgesia térmica nem a hiperalgesia mecânica induzida pela PGE2 (Figura 
11A e D). Contudo, o mesmo tratamento com octanoato de α e β-amirina (0,1 – 1 
mg/kg, i.p.) reverteu a hiperalgesia térmica provocada pela BK e PMA, com reversão 
de 76 ± 7% e 91 ± 4% na dose de 1 mg/kg, respectivamente (Figura 11B e C). Além 
disso, o tratamento com octanoato de α e β-amirina (0,1 – 1 mg/kg, i.p) reverteu 
completamente a hiperalgesia mecânica induzida pela administração intraplantar de 
BK e PMA com reversão de 100% e 91 ± 2% na dose de 1 mg/kg, respectivamente 






Figura 11: Efeito do octanoato de α e β-amirina frente à indução de hiperalgesia térmica e 
mecânica em ratos. O octanoato de α e β-amirina (0,1-1 mg/kg, barra branca) ou veículo (10 mg/kg, 
barra cinza) foram administrados pela via intraperitoneal 30 min antes dos agentes flogísticos e 
avaliados na hiperalgesia térmica (A, B e C) e mecânica (D, E e F), induzidas pela administração 
intraplantar de PGE2 (10 nmol/pata, A e D), BK (3 nmol/pata, B e E) e PMA (0,1 nmol/pata, C e F) em 
ratos. O grupo controle (C, barra preta) foi tratado com veículo (10 ml/kg, i.p.) e 30 min depois 
recebeu salina intraplantar. Cada grupo representa a media de 6-8 animais e as barras verticais 
indicam os E.P.M. ***P<0,001 difere significativamente do grupo controle (C, barra preta) e #P<0,05 
##P<0,01 ###P<0,001 difere significativamente entre os grupos que receberam as substâncias álgicas 




4.8.4 Nocicepção induzida pelo PMA e western blot para PKCε 
 
 
A figura 12A mostra que a administração intraplantar de PMA causou 
significante efeito nociceptivo em camundongos. O tratamento sistêmico com o 
octanoato de α e β-amirina (3-30 mg/kg, i.p.) reduziu de forma significativa e 
dependente da dose a nocicepção induzida pela injeção i.pl. de PMA, com DI50 de 
19,6 (13,5-28,8) mg/kg e redução máxima de 64 ± 9% na dose de 30 mg/kg. Além 
disso, foi observado em ensaios de western blot que o PMA promoveu a ativação da 
PKCε, demonstrado pela translocação da PKCε do citosol (Figura 9B) para a 
membrana (Figura 12C). No entanto, o pré tratamento com o octanoato de α e β-
amirina (30 mg/kg, i.p.) não alterou a ativação da PKCε em tecidos de pata de 





Figura 12: Efeito do octanoato de α e β-amirina sobre a nocicepção e a ativação da PKC 
induzida pelo PMA em camundongos. O octanoato de α e β-amirina foi administrado pela via 
intraperitoneal (3-30 mg/kg, A) 30 min antes da nocicepção induzida pelo  administração  intraplantar 
de PMA (500 pmol/pata). Os gráficos (B e C) mostram através do ensaio de western blot a 
translocação da PKCε do citosol (B) para a membrana (C). O octanoato de α e β-amirina (30 mg/kg, 
barra cinza) ou veículo (10 mg/kg, barra preta) foram administrados pela via intraperitoneal 30 min 
antes da injeção intraplantar de PMA (500 pmol/pata). A barra branca são animais que não foram 
manipulados (naive, N). Cada grupo representa a media de 6-8 animais e as barras verticais indicam 
os E.P.M. **P<0,01 e ***P<0,001 difere significativamente do grupo controle (C, barra preta). A 




4.9 Avaliação da atividade antiinflamatória 
 
 
4.9.1 Avaliação da atividade antiedematogênica do octanoato de α e β-amirina no 
modelo do edema de pata  
 
 
A figura 13 demonstra que a injeção de Cg (300 μg/sítio) na pata de 
camundongos causou significante formação de edema. Foi observado que a 
administração sistêmica do octanoato de α e β-amirina (0,1 – 10 mg/kg, i.p.) 30 min 
antes da injeção de Cg foi capaz de reduzir significativamente e de forma 
dependente da dose o edema. Além disso, o pré-tratamento com Ind (4 mg/kg, i.p.) 
um antiinflamatório não esteroidal, reduziu quase que totalmente o edema induzido 
pela carragenina. 
 
Figura 13: Efeito do octanoato de α e β-amirina sobre o edema de pata induzido pela 
administração intraplantar de carragenina em camundongos. Os animais receberam octanoato 
de α e β-amirina nas doses de (0,1 – 10 mg/kg i.p.), indometacina (Ind, 4 mg/kg i.p.) ou veículo (Cg, 
grupo controle) e 30 min depois foi administrado Cg na pata direita do animal e solução salina na pata 
esquerda. O efeito antiedematogênico foi avaliado pela variação do volume da pata em diferentes 
tempos após a administração de Cg. Cada grupo representa a media de 6-8 animais e as barras 
verticais indicam os E.P.M. *P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001 difere significativamente do grupo (Cg). A 
análise estatística foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida pelo post hoc Newman-Keuls. 
4.9.2 Dosagem de MPO, IL-1β e TNF-α da pata de camundongos 
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O infiltrado de neutrófilos foi quantificado indiretamente através da atividade 
de enzima mieloperoxidase (MPO). A figura 14A demonstra que 4 horas após a 
administração de Cg (300 μg/sítio), ocorreu um aumento significativo da quantidade 
de MPO encontrada na pata, quando comparada com o grupo controle (C). O pré-
tratamento com octanoato de α e β-amirina (0,1 – 10 mg/kg, i.p.) reduziu de forma 
significante e dependente da dose os níveis de MPO, com DI50 0,2 (0,05 – 0,45) 
mg/kg e redução de 100% na dose de 10 mg/kg. A Ind (4 mg/kg, i.p.) administrada 
sistemicamente também reduziu em 60 ± 8% os níveis da MPO. Além disso, as 
figuras 14 (B e C) mostram que 4 horas após a administração intraplantar de Cg, 
ocorreu um aumento significativo nos níveis das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e 
TNF-α, respectivamente, quando comparada com o grupo controle (C). Tanto a 
administração sistêmica do OA (10 mg/kg, i.p.) quanto da Ind (4 mg/kg i.p.) 
redeziram a níveis basais a quantidade de IL-1β, mas não modificaram os níveis de 





Figura 14: Efeito do octanoato de α e β-amirina sobre os níveis teciduais da MPO, IL-1β e TNF-
α após a administração intraplantar de carragenina em camundongos. Os animais receberam 
octanoato de α e β-amirina nas doses de (0,1 – 10 mg/kg, i.p. barra cinza), indometacina (Ind, 4 
mg/kg, i.p.barra hachurada) ou veículo (10 ml/kg, i.p. barra preta) e 30 min depois foi administrado Cg 
na pata. Quatro horas depois os seguintes parâmetros foram analisados: MPO (A), IL-1β (B) e TNF-α 
(C). A barra branca são animais que receberam veículo (10 ml/kg i.p.) e 30 min depois foi 
administrado solução salina na pata. Cada grupo representa a media de 4-8 animais e as barras 
verticais indicam os E.P.M. *P<0,05 e **P<0,01 difere significativamente do grupo controle (Cg, barra 
preta) e #P<0,05 e ##P<0,01 difere significativamente do grupo controle (C, barra branca). A análise 









Os resultados apresentados na figura 15 (A-E) mostram que a administração 
de Cg (1%) injetada na região da pleura causou um significante aumento na 
migração total de células, sendo estas constituídas basicamente de 
polimorfonucleares, pois não houve alteração de células mononucleares quando 
comparada com o grupo controle (C). A carragenina também provocou um aumento 
nos níveis de MPO encontrados no pulmão, bem como o extravasamento plasmático 
na região da pleura, quando comparada com o grupo controle (C). O tratamento 
sistêmico com octanoato de α e β-amirina (0,1 – 10 mg/kg, i.p.) reduziu de forma 
significativa e dependente da dose a migração total de leucócitos no líquido pleural 
coletado, com DI50 de 4,5 (2,3 – 9,1) mg/kg e redução de 57 ± 1% na dose de 10 
mg/kg. O mesmo tratamento com octanoato de α e β-amirina diminuiu de forma 
significativa e dependente da dose a migração de células polimorfonucleares para o 
líquido pleural, com DI50 de 4,7 (2,6-8,3) mg/kg e inibição de 72 ± 5% na dose de 10 
mg/kg. Além disso, octanoato de α e β-amirina causou redução também na atividade 
da MPO presentes no pulmão, com DI50 de 2,2 (0,3 – 7,2) mg/kg e redução de 95 ± 
2% na dose de 10 mg/kg. Contudo, o octanoato de α e β-amirina não foi capaz de 
reduzir o extravasamento plasmático induzida pela Cg, nem a migração de 
mononucleares. A administração de dex (1 mg/kg, s.c.), 2 horas antes da injeção de 
Cg na pleura, causou redução na migração leucocitária, extravasamento plasmático, 
células polimorfonucleares e atividade de MPO, com redução de 63 ± 8%, 33 ± 7%, 
71 ± 1% e 93 ± 3%, respectivamente. Contudo, o pré-tratamento com dexametasona 





Figura 15: Efeito do octanoato de α e β-amirina ou dexametasona na pleurisia induzida pela 
carragenina, em camundongos. Os animais receberam octanoato de α e β-amirina nas doses de 
(0,1 – 10 mg/kg, i.p. barra cinza), dexametasona (Dex, 1 mg/kg, i.p.barra hachurada) ou veículo (10 
ml/kg, i.p. barra preta) e 0,5, 2 e 0,5 horas depois, respectivamente, foi administrado Cg na pleura. 
Quatro horas depois os seguintes parâmetros foram analisados: totais (A), extravasamento 
plasmático (B), células mononucleares (C), células polimorfonucleares (D) e atividade da MPO no 
pulmão (E). A barra branca são animais que receberam veículo (10 ml/kg i.p.) e 30 min depois foi 
administrado solução salina na pleura. Cada grupo representa a media de 8-10 animais e as barras 
verticais indicam os E.P.M. *P<0,05 e ***P<0,001 difere significativamente do grupo controle (Cg, 
barra preta) e #P<0,05 e ###P<0,001 difere significativamente do grupo controle (C, barra branca). A 



















Atualmente, existe uma considerável quantidade de trabalhos demonstrando 
que os triterpenos α e β-amirina, extraídos da resina e de folhas das plantas 
pertencentes às espécies Protium heptaphyllum e Protium kleinii, quando 
administrados sistemicamente, apresentam um pronunciado efeito antinociceptivo 
em diferentes modelos de nocicepção química, térmica e mecânica, além de 
possuírem significante atividade antiinflamatória (Recio et al., 1995; Oliveira et al., 
2005; Otuki, Ferreira et al., 2005; Otuki, Vieira-Lima et al., 2005; Lima-Junior et al., 
2006; Aragao et al., 2007; Lima-Junior et al., 2007).  
Recentemente, nosso grupo demonstrou que a administração sistêmica, tanto 
pela via oral quanto pela via intraperitoneal, do octanoato de α e β-amirina, um 
derivado semi-sintético dos triterpenos α e β-amirina, reduziu significativamente as 
contorções abdominais induzidas pelo ácido acético, bem como também foi efetivo 
em reduzir a resposta nociceptiva evocada pala administração intraplantar de 
formalina, em camundongos (Soldi et al., 2007). Dessa forma, estes dados 
confirmam que o octanoato de α e β-amirina, quando administrado pela via 
intraperitoneal ou pela via oral produz uma resposta antinociceptiva rápida e de 
forma dependente da dose. Além disso, a resposta antinociceptiva observada no 
modelo de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético foi mantida por um 
longo período após a administração do octanoato de α e β-amirina.  
O presente estudo demonstrou primeiramente que, (1) a administração do 
octanoato de α e β-amirina pela via intraperitoneal produziu efeito antinociceptivo 
marcante e dependente da dose nos modelos de nocicepção induzida pela 
capsaicina e glutamato administrados na pata de camundongos; (2) a administração 
sistêmica do octanoato de α e β-amirina reduziu a nocicepção induzida pela 
administração intratecal de glutamato, SP e capsaicina; (3) a administração 
intraplantar do octanoato de α e β-amirina ou de capsazepina reduziu a nocicepção 
pela administração intraplantar de capsaicina; (4) o mecanismo pelo qual o 
octanoato de α e β-amirina causa o efeito antinociceptivo no modelo de contorções 
abdominais induzidos pelo ácido acético parece não envolver a ação da proteína Gi/0 
sensível a toxina pertussis, nem dos sistemas, opióide, serotoninérgico, α2-
adrenérgico e colinérgico; (5) o tratamento neonatal com capsaicina aboliu 
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totalmente o efeito antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina; (6) a 
administração intraperitoneal do octanoato de α e β-amirina reduziu de maneira 
dependente da dose a hiperalgesia térmica e mecânica induzida pela BK e PMA em 
ratos; (7) a administração do octanoato de α e β-amirina pela via intraperitoneal 
reduziu a nocicepção provocada pela injeção intraplantar de PMA, mas não alterou a 
ativação da PKC; (8) a administração do octanoato de α e β-amirina reduziu de 
maneira dependente da dose o edema de pata induzido pela carragenina e os níveis 
de MPO e IL-1β na pata (9), além disso, o octanoato de α e β-amirina reduziu a 
migração de células totais e polimorfonucleares na cavidade pleural e no pulmão, 
provocado pela carragenina administrada na pleura de camundongos.  
No presente trabalho foi possível obter importantes avanços acerca dos 
mecanismos de ação responsáveis pela atividade antinociceptiva do octanoato de α 
e β-amirina em camundongos. Além disso, foi demonstrado que a administração do 
octanoato de α e β-amirina pelas vias oral ou intraperitoneal não resultam em 
qualquer efeito inespecífico, como sedação ou prejuízo motor, nas doses das quais 
ele produz pronunciado efeito antinociceptivo, anti-hiperalgésico ou antiinflamatório. 
Tendo em vista que o octanoato de α e β-amirina não alterou a resposta motora, 
como demonstrado no aparelho de rota-rod, também não foi observado prejuízo na 
locomoção, conforme os resultados obtidos no modelo de campo aberto. Além disso, 
o tratamento com octanoato de α e β-amirina também não alterou a temperatura 
corporal medida na cauda do animal. 
Inicialmente, este trabalho foi conduzido utilizando o modelo de contorções 
abdominais induzidas pelo ácido acético, com a intensão de avaliar a atividade 
antinociceptiva do octanoato de α e β-amirina, bem como o tempo inicial de sua 
ação e a duração de seu efeito. O modelo do ácido acético vem sendo utilizado há 
muitos anos e se tornou uma valiosa ferramenta para a triagem de novos agentes 
com atividade analgésica e/ou antiinflamatória, tendo em vista que este modelo é 
sensível a fármacos com estas propriedades (Tjølsen et al., 1997; Laflamme et al., 
1999; Le Bars et al., 2001). A administração intraperitoneal de ácido acético provoca 
a liberação de muitos mediadores presentes no processo inflamatório, como as 
citocinas IL-1β, IL-6, TNF-α, prostaglandinas, BK entre outros, sendo considerado, 
portanto, um típico modelo de nocicepção inflamatória visceral (Ribeiro et al., 2000; 
Ikeda et al., 2001). A nocicepção causada pelo ácido acético, além de ser 
influenciada pelas muitas substâncias pró-inflamatórias liberadas, pode ser mediada 
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em parte pela dissociação dos prótons presentes no ácido acético, que estimulam 
diretamente canais de cátions não seletivos, como ASICs e TRPV1 localizados em 
neurônios aferentes primários, promovendo assim o início da dor visceral (Ikeda et 
al., 2001; Julius et al., 2001; Coutaux et al., 2005). De fato, a acidificação do tecido 
pode ocorrer em uma variedade de patologias, e os prótons podem estar envolvidos 
na geração da dor inflamatória (Reeh et al., 2001; Voilley et al., 2001). O octanoato 
de α e β-amirina quando administrado pela via oral ou via intraperitoneal, reduziu de 
forma significativa e dependente da dose a nocicepção provocada pelo ácido acético 
em camundongos. A eficácia para ambas as vias foram semelhantes, contudo a 
potência foi significativamente maior quando a administração foi pela via 
intraperitoneal, assim, optou-se por esta via para prosseguir com os demais 
experimentos. Foi observado ainda que o octanoato de α e β-amirina, quando 
administrado pela via intraperitoneal, produziu seu efeito antinociceptivo máximo 
após 30 min de sua administração, efeito este que decresceu de maneira gradual, 
permanecendo significativo por até 8 h.  
Estes resultados estão de acordo com os dados da literatura, os quais 
demonstram que a administração dos triterpenos α e β-amirina tanto pela via oral 
quanto intraperitoneal foram efetivas em diminuir as contorções abdominais 
induzidas pelo ácido acético em camundongos (Otuki, Ferreira et al., 2005). Embora, 
a eficácia do octanoato de α e β-amirina seja a mesma de seu precursor no modelo 
de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético, a potência do octanoato de 
α e β-amirina foi significativamente maior ao dos triterpenos α e β-amirina, o que nos 
sugere que a mudança estrutural provocada na molécula possa ter alterado a 
farmacocinética e/ou farmacodinâmica. Dessa forma, com a intenção de ampliar o 
conhecimento a respeito do efeito antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina, nós 
utilizamos o modelo de indução de nocicepção pela formalina.  
Assim, demonstramos que o octanoato de α e β-amirina, quando administrado 
pela via intraperitoneal foi efetivo em reduzir apenas a fase II (inflamatória) da 
nocicepção induzida pela administração intraplantar de formalina, contudo, não foi 
eficaz em reduzir a nocicepção na fase I (neurogênica) deste modelo. A nocicepção 
neurogênica caracteriza-se pela ativação direta dos nociceptores presentes em 
axônios não-mielinizados como fibras C e pouco mielinizadas, como as fibras Aδ, 
acarretando na liberação de neuropeptídeos como SP e CGRP em terminais 
periféricos e centrais (Mccall et al., 1996; Puig et al., 1996). A fase quiescente é 
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caracterizada pela ativação da via inibitória descendente, reduzindo assim o 
comportamento nociceptivo (Sweitzer, Wong et al., 2004). Já a nocicepção induzida 
na fase II (inflamatória), é mediada pela combinação de mecanismos de 
sensibilização, tanto na periferia quanto a nível central (Hunskaar et al., 1987; 
Tjolsen et al., 1992). Tem sido demonstrado que a injeção intraplantar de formalina 
em roedores provoca a liberação de várias substâncias álgicas e pró-inflamatórias, 
as quais podem estar diretamente relacionadas às fases características deste 
modelo. Dentre as substâncias liberadas, podemos destacar o glutamato, 
prostaglandinas, óxido nítrico, taquicininas, prótons, BK, dentre outros (Tjolsen et al., 
1992; Malmberg et al., 1995; Santos et al., 1997a).  
A atividade do octanoato de α e β-amirina avaliado no modelo de nocicepção 
induzida pela formalina em camundongos, parece diferir da atividade de seu 
precursor α e β-amirina, pois, foi demonstrado que a α e β-amirina reduziu ambas as 
fases do modelo de nocicepção induzido pela formalina, e esses efeitos parecem 
envolver a inibição da PKA e da PKC (Otuki, Ferreira et al., 2005).  
Trabalhos têm mostrado o papel importante da PKC na estimulação 
nociceptiva na segunda fase do modelo de formalina, evidenciado pelo fato de 
inibidores não seletivos da PKC atenuarem apenas a fase inflamatória do modelo 
(Yashpal et al., 1995). Além disso, tem se observado um aumento na translocação e 
ativação da PKC em neurônios do corno dorsal após a administração periférica da 
formalina (Yashpal et al., 1995) além de aumento na imunoreatividade da PKC na 
lamina II depois da administração deste agente álgico (Malmberg, Chen et al., 1997). 
De fato, camundongos deficientes de PKC têm diminuição no comportamento 
nociceptivo induzido pela formalina (Malmberg, Chen et al., 1997). Duas isoformas 
da PKC tem se destacado na estimulação nociceptiva provocada pela administração 
intraplantar de formalina, a PKCε e a PKCγ (Sweitzer, Wong et al., 2004). O efeito 
nociceptivo de ambas pode estar intimamente relacionado à ativação dos receptores 
do tipo TRPV1 (Hwang et al., 2000) e substâncias que modulam o receptor TRPV1 
reduzem a nocicepção induzida pela formalina (Santos et al., 1997b) mostrando que 
ambos, PKC e TRPV1 são importantes neste modelo de nocicepção. 
Dessa forma, foi investigado se a antinocicepção produzida pelo octanoato de 
α e β-amirina envolve a modulação dos receptores TRPV1. Os receptores TRPV1 
são encontrados tanto no sistema nervoso central, quanto no sistema nervoso 
periférico, e são envolvidos na transmissão, integração e modulação da sensação 
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dolorosa (Cui et al., 2006; Brauchi et al., 2007). Estudos têm demonstrado que a 
utilização de antagonistas desse receptor provoca antinocicepção em vários 
modelos experimentais, tanto em camundongos, quanto em ratos (Santos et al., 
1997b; Jhaveri et al., 2005; Ma et al., 2007; Joshi et al., 2008). Os receptores TRPV1 
são expressos principalmente em fibras nociceptivas do tipo C e Aδ, sendo ativados 
por uma variedade de compostos, tanto endógenos como prótons e 
endocanabinóides, quanto exógenos como capsaicina e eugenol (Belmonte et al., 
2008).  
A capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) é uma substância ativa obtida 
da pimenta vermelha, Capsicum annuum L. que, há algum tempo vem sendo 
utilizada como uma ferramenta farmacológica útil para o estudo de subtipos de fibras 
sensoriais primárias, incluindo os nociceptores polimodais e termoreceptores 
(Jancso, 1978; Holzer, 1991). Foi demonstrado que a nocicepção induzida pela 
capsaicina é mediada principalmente pela ativação do receptor TRPV1 (Szallasi et 
al., 1993; Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998), promovendo a entrada de 
cátions e causando estimulação nociceptiva direta das fibras aferentes primárias. 
Além disso, a ativação do TRPV1 provoca a liberação de neuropeptídeos, 
aminoácidos excitatórios, óxido nítrico e mediadores inflamatórios, os quais 
contribuem para a sensibilização e ativação das fibras aferentes nociceptivas 
(Szallasi et al., 1993; Santos et al., 1997b; Sakurada et al., 2003).  
No presente trabalho foi demonstrado que o tratamento sistêmico com o 
octanoato de α e β-amirina reduziu a nocicepção induzida pela administração 
intraplantar e intratecal de capsaicina em camundongos. Além disso, o octanoato de 
α e β-amirina, quando co-administrado com a capsaicina, foi mais efetivo em reduzir 
a nocicepção em comparação com o efeito da capsazepina (antagonista seletivo dos 
receptores TRPV1). De fato, foi demonstrado que a nocicepção induzida pela 
administração intraplantar de capsaicina em camundongos e a dor orofacial induzida 
pela capsaicina em ratos foram reduzidas pelo tratamento prévio com α e β-amirina 
(Otuki, Ferreira et al., 2005; Holanda Pinto et al., 2008). Assim, observou-se que o 
efeito antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina frente ao estímulo álgico 
provocado pela capsaicina é semelhante ao efeito dos triterpenos α e β-amirina. 
Contudo, não foi encontrado efeito aditivo ou antagonístico quando a α e β-amirina 
foi co-administrada com o ruthenium red (antagonista não seletivo dos receptores 
TRPV1) na nocicepção induzida pela capsaicina, indicando que pode não haver uma 
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interação direta da α e β-amirina como o receptor TRPV1 (Oliveira et al., 2005). De 
fato, o mecanismo de ação antinociceptivo dos triterpenos α e β-amirina parece não 
ser por inibição direta do receptor TRPV1, comprovado através de estudos de 
“binding” com [3H]-Resiniferotoxina em frações de medula espinhal (Otuki, Ferreira et 
al., 2005). Sendo assim, esses experimentos não permitem afirmar se o octanoato 
de α e β-amirina estaria modulando diretamente os receptores TRPV1. 
Recentemente, Medvedeva e colaboradores (2008) mostraram que a 
capsaicina, quando ligada a receptores TRPV1, provoca a liberação de peptídeos 
neuroativos e neurotransmissores, incluindo o glutamato e a SP em terminais 
periféricos e centrais de neurônios sensoriais primários e essa liberação tem 
envolvimento de proteínas quinases como a PKC. De fato, a PKC tem um papel 
importante na liberação desses neurotransmissores na medula espinhal, tendo em 
vista que inibidores dessa proteína reduziram a liberação de glutamato e CGRP 
provocados pela estimulação com a capsaicina (Sweitzer, Allen et al., 2004).  
Dessa forma foi avaliado o papel do glutamato frente à resposta 
antinociceptiva do octanoato de α e β-amirina. O glutamato é um dos 
neurotransmissores mais importantes envolvidos na estimulação nociceptiva, tanto 
na periferia quanto no SNC (Millan, 1999; Fundytus, 2001). Além disso, tem sido 
relatado que o glutamato estimula a liberação de aminoácidos excitatórios, 
prostaglandinas, óxido nítrico, cininas (Beirith et al., 2002; Sakurada et al., 2003), 
SP, BDNF e prótons no corno dorsal da medula espinhal (Millan, 1999). Os prótons 
poderiam interagir com receptores TRPV1 e/ou ASICs e assim propagar a 
transmissão do sinal nociceptivo (Julius et al., 2001).    
Segundo Beirith e colaboradores (2002) a resposta nociceptiva induzida pelo 
glutamato parece envolver locais de ação espinhal e supra-espinhal e esses efeitos 
podem ser mediados por diferentes subtipos de receptores glutamatérgicos. De fato, 
a injeção de glutamato na pata de animais provoca pronunciada nocicepção. Nossos 
resultados demonstram que a administração sistêmica do octanoato de α e β-amirina 
produziu uma inibição significativa da resposta nociceptiva causada pela injeção 
intraplantar e intratecal de glutamato em camundongos. Estes resultados vão ao 
encontro com dados apresetados pelos triterpenos a α e β-amirina, que foram 
efetivos em reduzir a nocicepção provocada pelo glutamato, e esse mecanismo 
parece proceder pela inibição de quinases (Otuki, Ferreira et al., 2005). De fato, a 
PKCγ pode potencializar as correntes excitatórias induzidas pelo receptor de 
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glutamato (NMDA) na medula espinhal por reduzir o limiar de voltagem necessário 
para que o Mg2+ desbloqueie o poro (Chen et al., 1992), sendo assim, substâncias 
que modulam a PKC podem reduzir a nocicepção provocada pelo glutamato. Além 
disso, foi demonstrado através de estudos de “binding” que os triterpenos α e β-
amirina não alteraram a ligação do [3H]-glutamato em preparações de córtex 
cerebral de ratos (Otuki, Ferreira et al., 2005), comprovando que não ocorre 
interação direta com os receptores glutamatérgicos.  
Como descrito anteriormente, tanto o glutamato quanto a capsaicina quando 
administrados perifericamente provocam a liberação do próprio glutamato, SP e 
prótons em sinapses no corno dorsal (Millan, 1999). Além disso, a administração 
intratecal de glutamato e da SP causam pronunciada resposta nociceptiva em 
camundongos (Scheidt et al., 2002), para revisão ver (Bleakman et al., 2006). Sendo 
assim, nós demonstramos que a administração sistêmica do octanoato de α e β-
amirina foi capaz de reduzir de forma significativa a resposta nociceptiva causada 
pela injeção intratecal de SP. Sabe-se que os efeitos nociceptivos provocados pela 
SP pode ser por ligação direta em receptores de neurocininas 1 e consequente 
ativação da PKC (Coderre et al., 1994; Monastyrskaya et al., 2005). Além disso, foi 
mostrado que a α e β-amirina reduz o efeito nociceptivo provocado pela SP e esse 
efeito parece ocorrer por inibição da PKC (Otuki, Ferreira et al., 2005). De fato a 
administração de um antagonista seletivo da PKC bloqueou completamente a 
hiperalgesia térmica induzida pela SP em ratos (Wajima et al., 2000). Através destes 
dados, pode-se sugerir que o octanoato de α e β-amirina poderia estar modulando a 
atividade da PKC, possuindo efeitos semelhantes ao seu precursor α e β-amirina. 
Com a intenção de investigar outros mecanismos acerca do efeito 
antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina, nós utilizamos o modelo de 
contorções abdominais induzidas pelo ácido acético. De fato, um melhor 
entendimento acerca do mecanismo de ação do octanoato de α e β-amirina poderia 
aumentar o interesse deste composto como um potencial agente terapêutico.  
Estudos têm demonstrado que uma das vias mais importantes para a 
transmissão nociceptiva são as que envolvem os neurônios periféricos de pequeno 
diâmetro, compreendendo as fibras do tipo C e Aδ, sinalizando assim, informações 
nociceptivas periféricas para o corno dorsal da medula espinhal (Kumazawa et al., 
1996). Dessa forma, no presente estudo, nós ampliamos resultados prévios (Soldi et 
al., 2007), por demonstrar que o efeito antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina 
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parece envolver as fibras nociceptivas do tipo C ou Aδ. Já foi mostrado que o 
tratamento neonatal com capsaicina, tanto em ratos quanto em camundongos, 
causa degeneração de fibras sensoriais, principalmente as do tipo C e algumas Aδ 
que expressam os receptores TRPV1 (Sugimoto et al., 1998; Szoke et al., 2002). 
Esse fenômeno de neurotoxicidade seletiva, causado pela capsaicina em neurônios 
sensoriais, resulta em pronunciada depleção de neuropeptídeos, como a substância 
P e o CGRP, que estão implicados no processo de nocicepção e inflamação 
neurogênica (Szallasi et al., 1999). Dessa forma, é um modelo utilizado para 
determinar o envolvimento das fibras nociceptivas C e Aδ, bem como de 
neuropeptídeos na ação de novos agentes (Jancso, 1978).  
Nossos resultados reforçam essas observações por demonstrar que o 
tratamento neonatal com capsaicina efetivamente reduziu as contorções abdominais 
induzidas pela administração intraperitoneal de ácido acético, confirmando que a 
capsaicina, quando administrada no segundo dia de vida de camundongos, causa 
degeneração de fibras nociceptivas (Jancso, 1978). De forma interessante, o 
tratamento neonatal com capsaicina bloqueou a antinocicepção promovida pelo 
octanoato de α e β-amirina, reforçando a importância das fibras nociceptivas que 
expressam o receptor TRPV1 no efeito antinociceptivo do composto testado.  
Mesmo obtendo grandes evidências acerca da ação do octanoato de α e β-
amirina, outros mecanismos foram observados utilizando o modelo de administração 
intraperitoneal de ácido acético. Inicialmente foi promovida a inativação da proteína 
Gi/0 pela administração intratecal de toxina pertussis, a qual causa ribosilação da sua 
subunidade catalítica promovendo a inativação dessa proteína G (Debock et al., 
2003; Wen et al., 2003; Savinainen et al., 2004). Este modelo tem sido utilizado para 
definir o papel desta proteína G no efeito antinociceptivo de várias substâncias 
(Santos et al., 1999; Meotti et al., 2007). A proteína Gi/o quando ativa, provoca o 
bloqueio dos canais de cálcio dependentes de voltagem e a ativação dos canais de 
potássio, resultando em hiperpolarização da membrana neuronal (Pertwee, 1999; 
Schultz et al., 2001). Além disso, muitos dos mecanismos endógenos inibitórios 
atuam por ativação dessa proteína, como alguns subtipos de receptores opióides, 
serotoninérgicos e adrenérgicos (Melzack, 1999). No entanto, a participação da 
proteína Gi/o na ação antinociceptiva do octanoato de α e β-amirina não foi 
confirmada, pelo fato que o pré-tratamento dos animais com toxina pertussis, em 
dose capaz de inibir a proteína Gi/o e reverter parcialmente o efeito antinociceptivo 
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da morfina, não foi capaz de alterar o efeito antinociceptivo do octanoato de α e β-
amirina no modelo do ácido acético em camundongos. Esses resultados reforçam 
que o efeito do octanoato de α e β-amirina parece não estar relacionado com 
mecanismos de ativação da proteína Gi/0 sensível a toxina pertussis. 
Entre os mecanismos endógenos de controle da dor mais estudados está o 
sistema opióide. Acredita-se que os efeitos analgésicos provocados tanto por 
opióides exógenos como a morfina quanto por endógenos como as endorfinas, 
estejam relacionados primariamente por uma ação no SNC (Pasternak, 1988). No 
entanto, o mecanismo que resulta na ação antinociceptiva do octanoato de α e β-
amirina parece não estar relacionada com a ação do sistema opióide. O efeito 
antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina, ao contrário da morfina, não foi 
revertido pela administração prévia do antagonista opióide não-seletivo, naloxona. 
De fato, no modelo de nocicepção pela formalina, foi demonstrado que o efeito 
antinociceptivo dos triterpenos α e β-amirina parece não envolver o sistema opióide 
(Otuki, Ferreira et al., 2005). No entanto, no modelo de nocicepção induzido pela 
capsaicina, o efeito antinociceptivo dos triterpenos α e β-amirina foi revertido após a 
administração de naloxona (Oliveira et al., 2005), mostrando que é possível que 
exista modulação opióide no efeito antinociceptivo dos triterpenos α e β-amirina. 
Embora os dados da literatura sejam controversos, nas nossas condições 
experimentais, é provável que o sistema opióide não esteja envolvido na ação 
antinociceptiva do octanoato de α e β-amirina. 
Adicionalmente, estudos pré-clinicos e clínicos indicam que fármacos 
antidepressivos que interagem com sistemas serotoninérgicos e adrenérgicos são 
capazes de produzir analgesia em humanos e animais (Llorca et al., 1993) De fato, a 
administração de agonistas serotoninérgicos na medula espinhal de camundongos 
causa antinocicepção no modelo de retirada da cauda pela estimulação térmica, 
sendo proposto que neurônios serotoninérgicos ativam interneurônios gabaérgicos, 
que hiperpolarizam neurônios de segunda ordem, causando redução da transmissão 
nociceptiva (Alhaider et al., 1991; Buerkle et al., 1998). Além disso, foi demonstrado 
que o tratamento agudo com os triterpenos α e β-amirina apresentaram atividade 
ansiolítica e antidepressiva em camundongos (Aragao et al., 2006). Dessa forma, foi 
avaliado o papel da serotonina, bem como, dos receptores α2-adrenérgicos, no efeito 
antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina. Para isto, camundongos receberam 
tratamento com PCPA, um inibidor da enzima triptofano hidroxilase, fundamental 
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para a síntese de serotonina, em dose capaz de diminuir os níveis cerebrais de 
serotonina e reverter a antinocicepção causada pela morfina (Pini et al., 1996; 
Santos et al., 1999; Mendes et al., 2000), o que reforça a importância da serotonina 
na ação dos opióides. O mesmo tratamento com PCPA falhou em interferir na ação 
antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina quando avaliado no modelo de 
contorções abdominais induzidas pelo ácido acético. Finalmente, os receptores α2-
adrenérgicos parecem não estar relacionados com o efeito antinociceptivo do 
octanoato de α e β-amirina no modelo do ácido acético, uma vez que o pré-
tratamento dos animais com ioimbina, um antagonista dos receptores α2-
adrenérgicos, não interferiu com o efeito antinociceptivo do octanoato de α e β-
amirina, na dose em que reverteu o efeito antinociceptivo da clonidina. Estes 
resultados vão ao encontro dos dados da literatura que mostram que o pré-
tratamento dos animais com PCPA ou ioimbina não alteram o efeito antinociceptivo 
dos triterpenos α e β-amirina (Otuki, Ferreira et al., 2005). De fato, parece que o 
sistema serotoninérgico e α2-adrenérgico não estão envolvidos no efeito 
antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina.  
Algumas das vias de controle da nocicepção como a serotoninérgica e 
adrenérgica são em parte moduladas pelo sistema colinérgico, e que a 
administração de agonistas colinérgicos aumenta a liberação de neurotransmissores 
inibitórios como o GABA e glicina (Jones et al., 2007), demonstrando que o sistema 
colinérgico tem importância fundamental no controle endógeno da dor. De fato, a 
administração de agonistas nicotínicos (nicotina) e muscarínicos (pilocarpina) 
causaram efeitos antinociceptivos no modelo do ácido acético. No entanto, o sistema 
colinérgico parece não estar envolvido com a ação antinociceptiva do octanoato de α 
e β-amirina, uma vez que a mecamilamina (antagonista seletivo dos receptores 
nicotínicos) e a atropina (antagonista seletivo dos receptores muscarínicos) não 
alteraram o efeito antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina, nas doses que 
reverteram o efeito antinociceptivo dos agonistas específicos.  
De acordo com estudos prévios acerca do efeito antinociceptivo da α e β-
amirina (Otuki, Ferreira et al., 2005), a administração sistêmica do octanoato de α e 
β-amirina inibiu de forma dependente da dose as contorções abdominais induzidas 
pelo ácido acético em camundongos. Porém, como observado com a α e β-amirina, 
o efeito antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina parece ocorrer independente 
da ativação de mecanismos de analgesia endógenos, como os opioidérgicos, 
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serotoninérigcos, noradrenérgicos e colinérigicos. Como observado anteriormente, a 
administração intraperitoneal de ácido acético provoca a liberação de muitos 
mediadores pró-inflamatórios, como citocinas IL-1β, IL-6, TNF-α, prostaglandinas, 
BK, responsáveis tanto pelo processo de inflamação tecidual quanto pela 
sensibilização de nociceptores, acarretando na percepção significativamente maior 
da sensação dolorosa, sendo este fenômeno denominado de hiperalgesia (Millan, 
1999; Julius et al., 2001). 
De fato, a hiperalgesia é um sintoma associado a condições de dores 
patológicas, onde ocorre sensibilização de fibras aferentes tanto na periferia, quanto 
na medula espinhal (Millan, 1999). Esta sensibilização é resultado da ativação de 
diferentes proteínas quinases, resutando na fosforilação de receptores de membrana 
e canais iônicos (Ji et al., 2001). Além disso, já foi observado que a administração de 
PGE2, BK e PMA na pata de ratos, causa hiperalgesia, tanto em modelos térmicos 
quanto em mecânicos de avaliação (Lucena et al., 2007). De fato, vários mediadores 
inflamatórios produzem hiperalgesia por sensibilização de fibras nociceptivas pela 
ação da PKC, PKA e quinases ativadas por mitógenos (Scholz et al., 2002). Alguns 
estudos sugerem que a hiperalgesia induzida pela PGE2 poderia ser mediada pela 
modulação da corrente de canais iônicos e ativação direta da PKA (Portanova et al., 
1996; Malmberg, Brandon et al., 1997; Malmberg, Chen et al., 1997; Khasar, 
Mccarter et al., 1999). Enquanto que a hiperalgesia mediada pela BK e pelo PMA 
parecem estar associadas à sensibilização periférica pela ativação da PKC e dos 
receptores TRPV1, modulando a liberação de diversos outros mediadores pró-
inflamatórios (Szallasi et al., 1993; Ferreira et al., 2004; Tsuchiya et al., 2005). De 
fato, tem sido mostrado que a BK leva a translocação do citosol para a membrana 
celular e consequente ativação das PKCs (α, ε, δ, γ) (Cesare et al., 1999; Lee et al., 
2000; Chuang et al., 2001; Sagawa et al., 2003), acarretando em eventos de 
ativação e sensibilização dos neurônios nociceptivos (Premkumar et al., 2000; 
Vellani et al., 2001).  
De forma interessante, a administração intraperitoneal do octanoato de α e β-
amirina reduziu significantemente tanto a hiperalgesia térmica, quanto a hiperalgesia 
mecânica induzida pela administração intraplantar de BK e PMA em ratos. Ao 
contrário, a administração sistêmica do octanoato de α e β-amirina não alterou a 
hiperalgesia térmica e mecânica induzida pela PGE2. O fato que o octanoato de α e 
β-amirina exibiu efeito anti-hiperalgésico, tanto térmico quanto mecânico, somente 
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em relação à BK e ao PMA pode explicar, ao menos parcialmente, a habilidade 
deste composto em interagir com a via da PKC. Esta sugestão é reforçada, pelo fato 
que a nocicepção causada pelo carragenina, formalina e ácido acético são sensíveis 
a inibidores ou a deleção gênica da PKA e/ou da PKC (Malmberg, Brandon et al., 
1997; Khasar, Lin et al., 1999). Além disso, dados da literatura mostram que os 
triterpenos α e β-amirina podem interagir tanto com a PKA quanto com a PKC (Otuki, 
Ferreira et al., 2005). Sendo assim, para avaliar mais diretamente a possível 
interação do octanoato de α e β-amirina com a via da proteína quinase C, nós 
utilizamos a nocicepção induzida pelo PMA, juntamente com a avaliação da 
migração da PKC do citosol para a membrana através da técnica de western blot.  
O PMA (miristato-acetato de forbol), como outros ésteres de forbol se liga a 
vários subtipos de PKCs (α, βI-II, γ, δI-III, ε, η, θI-II, ζ, λ) e estimula a atividade 
catalítica da quinase. Para que a PKC se torne ativa, é necessário que ocorra sua 
translocação do citosol para a membrana celular (Newton, 2001; Ferreira et al., 
2005) onde irá desempenhar seu papel de quinase. Dessa forma, a quantidade de 
PKC encontrada na membrana celular em comparação com a encontrada no citosol 
vem sendo utilizado como indicativo de sua ativação (Cesare et al., 1999). Dessa 
forma, nós investigamos o papel da PKC na ação antinociceptiva do octanoato de α 
e β-amirina. Sendo assim, foi mostrado neste trabalho que a administração de PMA 
na pata de animais provoca grande ativação da PKC, observado pela sua 
translocação do citosol para a membrana celular. Além disso, o PMA também 
provocou pronunciado efeito nociceptivo (Ferreira et al., 2005; Meotti et al., 2006). O 
octanoato de α e β-amirina foi capaz de reduzir de forma significativa e dependente 
da dose a nocicepção gerada pelo PMA, reforçando a sugestão de modulação entre 
o octanoato de α e β-amirina e a PKC. De fato, estudos in vitro mostram que os 
triterpenos α e β-amirina são capazes de bloquear a atividade da PKC e da PKA 
(Hasmeda et al., 1999), sendo comprovado através de estudos in vivo, onde foi 
mostrado que os triterpenos α e β-amirina aboliram a hiperalgesia mecânica induzida 
por ativadores tanto da PKA quanto da PKC, sendo sugerido dessa forma sua 
interação com essas proteínas quinases (Otuki, Ferreira et al., 2005).  
No entanto, podemos observar que o octanoato de α e β-amirina não causou 
diminuição na translocação da PKCε do citosol para a membrana, o que descarta a 
possibilidade do composto estar reduzindo a nocicepção gerada pelo PMA por 
inibição direta do subtipo de PKC avaliado. Um dos caminhos que a PKCε modula a 
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nocicepção é pela ativação dos receptores TRPV1. Normalmente, o receptor TRPV1 
é ativado com temperaturas elevadas, mas seguido de um dano tecidual e sua 
consequente fosforilação pela PKCε faz com que abra o poro e permita o influxo de 
cátions em temperaturas não nocivas, acarretando em hiperalgesia (Bhave et al., 
2003; Velazquez et al., 2007). De fato, o efeito nociceptivo provocado pelo PMA 
parece ser em grande parte gerado pela sensibilização dos receptores TRPV1 
(Bolcskei et al., 2005). Além disso, inibidores específicos para a PKC também 
reduzem a nocicepção gerada pelo PMA (Ferreira et al., 2005). Embora, o octanoato 
de α e β-amirina não tenha interferido especificamente com a ativação da PKCε, ele 
pode estar modulando outras proteínas quinases, como a PKCγ importante para a 
sensibilização do TRPV1 e do NMDA ou outros membros da família da PKC.  
Como anteriormente descrito, a administração sistêmica do octanoato de α e 
β-amirina produz um pronunciado efeito antinociceptivo, embora, aparentemente não 
interfira com a translocação da PKCε do citosol para a membrana. Além disso, 
estudos prévios têm demonstrado o envolvimento do receptor TRPV1 nas 
contorções abdominais induzidas pelo ácido acético (Ikeda et al., 2001). Em adição, 
outros mediadores inflamatórios como a BK, prostaglandinas e citocinas pró-
inflamatórias, como a IL-1β, TNF-α e IL-6, são liberadas na cavidade peritoneal por 
células endoteliais e células residentes localizadas no peritônio (Ribeiro et al., 2000; 
Ikeda et al., 2001). De fato, a ativação dessas células e a liberação de vários 
mediadores inflamatórios estão presentes em alguns dos modelos empregados 
neste trabalho, assim, este estudo também teve por objetivo verificar a possível 
atividade antiinflamatória do octanoato de α e β-amirina.  
A inflamação aguda é caracterizada por um aumento na permeabilidade 
vascular e infiltração celular, levando a formação de edema como resultado do 
extravasamento de fluidos e proteínas, além do acúmulo de leucócitos no local da 
lesão (Gabay et al., 1999). Um modelo que vem sendo utilizado para avaliar a 
atividade antiinflamatória de novos compostos e é caracterizado por induzir uma 
resposta inflamatória persistente, é a administração de carragenina na pata de 
animais (Nantel et al., 1999; Passos et al., 2007; Mariotto et al., 2008). Este modelo 
é conhecido por induzir a formação de edema em duas fases (Henriques et al., 
1987), a primeira fase se desenvolve nas 6 horas iniciais e é conhecido por produzir 
um edema de pouca intensidade, seguindo pela segunda fase que começa em torno 
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de 24 horas após a administração de carragenina e mostra uma pronunciada 
formação de edema, com efeito máximo entre 48 e 72 horas (Posadas et al., 2004).  
A resposta edematogênica produzida pela carragenina pode ser resultante de 
inúmeros mediadores inflamatórios liberados, como histamina, serotonina e 
bradicinina, e subsequentemente sustentado pela liberação de prostaglandinas e 
óxido nítrico, produzidos principalmente pelas isoformas de ciclooxigenase-2 (COX-
2) e óxido nítrico sintase induzida (iNOS), respectivamente, bem como por citocinas 
pró-inflamatórias como IL-1β e TNF-α (Di Rosa e Willoughby, 1971; Nantel et al., 
1999; Posadas et al., 2004). Além disso, estes mediadores contribuem para a 
migração de leucócitos para o sítio inflamatório (quimiotaxia). De fato, Henriques e 
colaboradores (1987) demonstraram por análise histológica da pata de 
camundongos, que ocorreu um aumento na quantidade de células 
polimorfonucleares após 4 horas da administração de carragenina.  
Foi observado neste trabalho que a administração intraplantar de carragenina 
em camundongos causou significante formação de edema, iniciando 30 min após 
sua administração e se mantendo por 24 horas. Como descrito anteriormente, foi 
observado também um aumento nos níveis de citocinas pró-inflamatórias, como IL-
1β e TNF-α encontradas na pata. Além disso, os níveis de mieloperoxidase também 
se mostraram elevados, sendo este parâmetro indicativo de migração leucocitária, 
principalmente de neutrófilos. De fato, a enzima mieloperoxidase é encontrada em 
grânulos azurófilos de neutrófilos e em outras células da linhagem mielóide, o qual é 
comumente utilizada como índice de infiltração de granulócitos, e sua inibição é 
indicativo de atividade antiinflamatória (Bradley et al., 1982; Ajuebor et al., 2000). 
No presente trabalho, o tratamento sistêmico com octanoato de α e β-amirina 
produziu uma inibição proeminente e dependente da dose do edema de pata 
induzido pela carragenina em camundongos. Adicionalmente, o mesmo tratamento 
também foi capaz de reduzir os níveis de mieloperoxidase na pata de camundongos, 
outra importante característica deste modelo inflamatório. Além disso, os resultados 
obtidos indicam que o pré-tratamento com octanoato de α e β-amirina foi efetivo em 
reduzir os níveis da citocina pró-inflamatória IL-1β, embora não tenha alterado os 
níveis da citocina TNF-α na pata de camundongos.  
A carragenina é um poderoso agente inflamatório, e essas características são 
muitas vezes proporcionadas pelos inúmeros mediadores liberados no local da 
administração. No entanto, alguns trabalhos têm demonstrado que o efeito 
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inflamatório provocado pela carragenina é principalmente gerado pela bradicinina 
(Saleh et al., 1997). Sabe-se que o papel inflamatório da bradicinina ocorre, ao 
menos em parte, pela ativação da PKC e posteriormente sensibilização do receptor 
TRPV1, que consequentemente facilita a liberação de outros mediadores pró-
inflamatórios pela entrada de cálcio nas células (Mizumura et al., 2005). Além disso, 
foi demonstrado que a admnistração de inibidores da PKC causam diminuição na 
resposta hiperalgésica provodaca pela carragenina em ratos (Khasar, Lin et al., 
1999).  
Adicionalmente, nossos resultados vão ao encontro com dados da literatura 
que mostram que a aplicação tópica da α-amirina resultou em inibição de três 
eventos inflamatórios importantes, ou seja, a formação de edema, a migração de 
leucócitos polimorfonucleares (neutrófilos) e a diminuição nos níveis de citocina IL-
1β (Otuki, Vieira-Lima et al., 2005). Dessa forma, o mecanismo de ação no qual o 
octanoato de α e β-amirina reduziu os mesmos parâmetros inflamatórios, poderia ser 
semelhante ao observado com a α-amirina. Além disso, trabalhos têm mostrado que 
a PKC e a proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK, do inglês mitogen-
activated protein kinases) tem profunda importância na expressão de IL-1β 
(Romanelli et al., 1990; Pacifici et al., 1994). Bem como a estimulação da PKC induz 
a ativação do fator transcricional (AP-1) o qual atua como um gene promotor para a 
expressão da IL-1β (Romanelli et al., 1990; Ritzenthaler et al., 1998). Estes dados 
poderiam explicar a redução nos níveis de IL-1β após o tratamento com o octanoato 
de α e β-amirina.  
Confirmando dados da literatura, o pré-tratamento com indometacina, um 
antiinflamatório não esteroidal, aboliu quase totalmente o edema. Além disso, a 
indometacina, como outros AINEs, produzem efeitos anti-edematogênicos no 
modelo de edema de pata induzido pela carragenina (Henriques et al., 1987). Como 
descrito por (Pinheiro et al., 2002), nós observamos que o pré-tratamento com 
indometacina diminuiu os níveis de IL-1β encontrada no tecido, bem como, reduziu 
os níveis de mieloperoxidase, embora também não tenha modificado os níveis de 
TNF-α encontrados na pata de camundongos.   
Para confirmar os resultados apresentados pelo octanoato de α e β-amirina 
na redução do edema de pata induzido pela carragenina, nós utilizamos outro 
modelo bem estabelecido para avaliar o possível efeito antiinflamatório de novos 
agentes, a pleurisia induzida pela administração intrapleural de carragenina 
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(Henriques et al., 1990; Pereira et al., 2006). Como o edema de pata, a pleurisia 
induzida pela carragenina tem sido extensivamente utilizada para investigar 
mecanismos envolvidos na inflamação aguda e também para investigar a efetividade 
de compostos com propriedades antiinflamatórias (Di Rosa, Giroud et al., 1971; 
Vinegar et al., 1973). Semelhante ao edema de pata, já foi demonstram que a 
administração de carragenina na cavidade pleural de camundongos induz uma 
resposta inflamatória bifásica, com aumento significativo no número total de 
leucócitos e expressivo aumento no extravasamento plasmático (Henriques et al., 
1990).  
Sendo assim, foi confirmado e extendido os dados da literatura, mostrando 
que a administração de carragenina na pleura de camundongos causou significante 
aumento na exsudação, avaliado pela intensidade da coloração do azul de Evans, 4 
horas após a administração de carragenina. O azul de Evans é um corante que se 
liga fortemente a albumina plasmática e desaparece muito lentamente, sendo 
utilizado para avaliar indiretamente o extravasamento de proteínas do plasma para o 
tecido (Pereira et al., 2006; Lucena et al., 2007). O extravasamento plasmático foi 
seguido por intensa migração de células inflamatórias para a cavidade pleural e pelo 
aumento na atividade da enzima mieloperoxidase no pulmão. 
De forma interessante, o tratamento sistêmico com octanoato de α e β-amirina 
reduziu significativamente e de forma dependente da dose a migração de leucócitos 
totais para a cavidade pleural, bem como, de células polimorfonucleares, observada 
tanto pela contagem dessas células na cavidade pleural, quanto pela diminuição nos 
níveis de mieloperoxidase no pulmão, embora o mesmo tratamento não tenha sido 
efetivo em diminuir o número de células mononucleares e o extravasamento 
plasmático.  
Como demonstrado na literatura (Pereira et al., 2006), a administração 
subcutânea de dexametasona reduziu significativamente a migração de leucócitos 
totais e células polimorfonucleares para a cavidade pleural, assim como diminuiu 
também os níveis de mieloperoxidase no pulmão e o extravasamento plasmático. No 
entanto, a dexametasona não alterou a quantidade de células mononucleares 
presentes no exsudato. De fato, antiinflamatórios esteroidais, como os 
glicocorticóides alteram a expressão de moléculas de adesão, mediadores pró-
inflamatórios e de uma forma geral reduzem muitos sinais característicos do 
processo inflamatório (Goulding, 2004; Caramori et al., 2005). 
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Muitos triterpenos pentacíclicos com estruturas semelhantes ao octanoato de 
α e β-amirina apresentaram atividade antiinflamatória, podendo existir algum ponto 
em comum na molécula que proporcione essas propriedades antiinflamatórias 
(Recio et al., 1995; Yasukawa et al., 1996; Baricevic et al., 2001; Tapondjou et al., 
2003). Embora o mecanismo de ação antiinflamatória de alguns desses triterpenos 
já estejam estabelecidos, os resultados a respeito do papel antiinflamatório do 
octanoato de α e β-amirina não nos permitem propor um mecanismo de ação preciso 
para tal efeito. Um ou mais alvos que não foram estudados neste trabalho poderiam 
estar envolvidos, como o envolvimento das ciclooxigenases-1 e 2 e outras proteínas 
fundamentais para a resposta inflamatória, bem como a interação com fatores de 
transcrição, como o fator nuclear kappa-B (NF-kB) ou a modulação da liberação de 
citocinas, quimiocinas ou moléculas de adesão (Calixto et al., 2003; Calixto et al., 
2004). 
Em resumo, os resultados obtidos no presente trabalho demonstram 
claramente que o octanoato de α e β-amirina exerce efeito antinociceptivo rápido e 
de longa duração, bem como tem um perfil de resposta diretamente relacionado à 
dose, quando avaliados em modelos de nocicepção química em camundongos 
(ácido acético, capsaicina, glutamato e SP), bem como pronunciado efeito anti-
hiperalgésico (térmico) e (mecânico) em ratos. Interessantemente, o octanoato de α 
e β-amirina apresentou atividade antiinflamatória no modelo de edema de pata e 
pleurisia induzidas pela carragenina, reduzindo a migração celular e a liberação de 
IL-1β. O mecanismo de ação para esses efeitos ainda não está totalmente 
elucidado, necessitando de mais estudos, contudo, o efeito parece não estar 
relacionado com a proteína Gi/o sensível a toxina pertussis, mecanismos opióides, 
serotoninérgicos, α2-adrenérgicos e colinérgicos, mas envolve, porém, ao menos em 
parte, uma interação com as fibras sensíveis a capsaicina sem interferir diretamente 
com a PKCε. Em síntese, pode se observar mais adiante o provável mecanismo de 











De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, podemos concluir que:  
 
? O octanoato de α e β-amirina apresenta efeito antinociceptivo nos 
modelos de nocicepção química induzida pelo ácido acético, formalina, glutamato e 
capsaicina em camundongos;  
 
? O efeito antinociceptivo do octanoato de α e β-amirina é dependente 
das fibras aferentes sensíveis a capsaicina; 
 
? O octanoato de α e β-amirina apresenta propriedades 
antihiperalgésicas somente quando induzida pela bradicinina e pelo PMA, mas não 
pela PGE2, o que poderia indicar a participação da PKC; 
 
? O octanoato de α e β-amirina apresenta efeito antinociceptivo tanto 
quanto administrado perifericametne quanto sistemicamente, e estes efeitos 
parecem envolver ao menos em parte a modulação de receptores TRPV1 ou algum 
membro da família da PKC, menos a PKCε;  
 
? O octanoato de α e β-amirina apresenta propriedades 
antiedematogênicas e antiinflamatórias no modelo de edema e pleurisia de pata 
induzidos pela carragenina; 
 
? O octanoato de α e β-amirina reduziu a migração de células 
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